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Übersicht der verwendeten Abkürzungen: 
°C Grad Celsius 
8-OHdG 8-Hydroxyguanosin 
A, mA Ampere, Milliampere 
ACE Angiotensin Converting Enzyme 
AF  Atemfrequenz = Anzahl der Atemzüge pro Minute 
Aqua dest destilliertes Wasser 
CCl4 Tetrachlorkohlenstoff 
CpG Cytosin-phosphatidyl-Guanin 
CTGF connective tissue growth factor 
CXCR4 C-X-C chemokine receptor type 4 
DDR 2  Discoidin Domain Receptor 2 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
EMT epithelial-mesenchymal transition 
EndMT endothelial-mesenchymal transition 
ERK Extracellular-signal Regulated Kinases 
EZH2 Enhancer von Zeste Homolog 2 
FACS fluorescence-activated cell sorting = Durchflusszytome-
trie 
FGF  fibroblast growth factor 
G Gauge 
GPCR G Protein gekoppelter Rezeptor 
GPx  glutathione peroxidase 
GRK2 G Protein gekoppelten Rezeptor Kinase 2 
GSK 3β Glykogen Synthase Kinase 3 β 
GST  glutathione-S-transferases 
h, min, s Stunde(n), Minute(n), Sekunde(n) 
H2O Wasser (Leitungswasser) 
HE Hämatoxylin Eosin 
HMGA2 High-mobility group AT-hook 2 
HO-1  heme oxygenase-1 
i.p. intraperitoneal 
IKK Inhibitor κB Kinase 
IκB Inhibitor κB 
kDa kilo Dalton 
KG Körpergewicht 
kg, g, mg, µg, ng Kilogramm, Gramm, Milligramm, Mikrogramm, Nano-
gramm 
l, dl, cl, ml, µl, nl Liter, Deziliter, Zentiliter, Milliliter, Mikroliter, Nanoliter 
L-NAME L-NG-nitroarginine methyl ester 
Lox Lysyloxidase 
LV linker Ventrikel 
m, dm, cm, mm, µm, nm Meter, Dezimeter, Zentimeter, Millimeter, Mikrometer, 
Nanometer 
M, mM Molar, Millimolar 
MAPK mitogen-activated protein kinase 
MCP-1  monocyte chemotactic protein-1 
mda-9 Melanoma differentiation associated gene-9  





mmHg Millimeter Quecksilbersäule 
NF-κB nukleärer Faktor κB 
NIK  NFκB-inducing kinase 
Nrf-2 Nuclear factor erythroid-derived 2-like 2 
PCR Polymerase Chain Reaction = Polymerasekettenreak-
tion 
PDGF platelet derived growth factor 
PDGFRA  Alpha-type Platelet-Derived Growth Factor Receptor 
PEBP Phosphatidylethanolamin-binding protein 
PKC Protein Kinase C 
p-MAP-Kinase phospho- Mitogen activated Protein-Kinase 
pRKIP phopho- Raf-Kinase-Inhibitor-Protein 
QTL quantitative trait loci 
Raf rapidly accelerated fibrosarcoma 
RKIP Raf-Kinase-Inhibitor-Protein 
RNA Ribonukleinsäure 
rpm rounds per minute = Umdrehungen pro Minute 
RT Reverse Tranksriptase 
SDF-1 stromal derived factor 1 
SHAM SHAM- Operation = Placebo Operation 
SOD  superoxide dismutase 
TAC Transaortale Konstriktion 
TAK-1 transforming growth factor B-activated kinase-1 
TGF transforming growth factor 
TNF Tumornekrosefaktor 
TNF α Tumornekrosefaktor alpha 
VEGF vascular endothelial growth factor 
WT Wildtype 




2. Zusammenfassung/ Summary 
2.1. Zusammenfassung 
Raf Kinase Inhibitor Protein reguliert kardiale Fibrose  
Die zugrundeliegenden zellulären und molekularen Mechanismen der kardialen 
Fibrogenese sind erst teilweise verstanden. Deshalb wurde nach unbekannten 
genetischen Risikofaktoren der Herzfibrose gesucht. Dies geschah mit Hilfe einer 
quantitativen Trait Loci (QTL) Analyse in 26 experimentellen Kreuzungen von re-
kombinanten Inzuchtmausstämmen der Mausstämme C57BL/6J und DBA2/J. 
Um eine kardiale und systemische Fibrose zu induzieren, wurden 26 BXD Linien 
für sechs Wochen mit CCl4 (Tetrachlorkohlenstoff) behandelt. Durch Zuordnung 
der QTL-Analysen zu der Quantifizierung der kardialen Fibrose wurde nach mög-
lichen Kandidatengenen gesucht. Auf diese Weise wurde RKIP (Raf Kinase Inhi-
bitor Protein) als genetischer Marker der Fibrogenese identifiziert.  
Der Kollagengehalt im linken Ventrikel der BXD Linien korrelierte mit der links-
ventrikulären RKIP mRNA Expression (R=0,34; p=0,02). Daher untersuchten wir 
den Einfluss einer RKIP- Defizienz in zwei Modellen kardialer Fibrose: Interstiti-
elle, durch CCl4-induzierte, kardiale Fibrose und Ersatzfibrose nach Aortenliga-
tur. Dafür wurden zehn Wochen alte C57/Bl6N Wildtype (WT) und C57/Bl6N-
RKIP-defiziente (RKIP-/-) Mäuse einer transversen aortalen Konstriktion (TAC, 
360µm) für fünf Wochen, oder CCl4-Behandlung (0,7mg CCl4 pro kg Körperge-
wicht, zwei Mal pro Woche intraperitoneal) unterzogen. SHAM-operierte und un-
behandelte Tiere dienten als Kontrolle.  
In beiden Modellen reduzierte der RKIP-Knockout das myokardiale Kollagen so-
wie die mRNA-Expression von Kollagen Iα2 und verbesserte die Fibroblasten-
dichte im LV. Darüber hinaus wiesen die CCl4-behandelten RKIP-/- Mäuse eine 
verminderte Fibroblastenproliferation und eine reduzierte mRNA-Expression von 
TNFα im LV-Myokard auf. Der Anteil von zirkulierenden Fibroblasten im periphe-
ren Blut, Knochenmark und linksventrikulären Myokard war bei den RKIP-/- TAC 
Mäusen signifikant vermindert. RKIP-defiziente adulte kardiale Fibroblasten zeig-
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ten eine verminderte Migration in der modifizierten Boyden-Kammer. RKIP-Defi-
zienz verbesserte die myokardiale Kapillarisierung, verminderte die Apoptoserate 
der Kardiomyozyten in beiden Modellen und reduzierte kardiale und kardiomy-
ozytäre Hypertrophie bei TAC. RKIP-/- Mäuse zeigten eine Reduktion des oxida-
tiven Stresses, gemessen mittels der Immunfärbung für 8-Hydroxyguanosin und 
eine erhöhte nukleare Proteinexpression von Nrf-2 bei erhöhter Nachlast.  
Zusammenfassend identifizieren die Daten RKIP als Mediator der myokardialen 
Fibrose in C57/Bl6N Mäusen. Eine systemische RKIP Defizienz vermindert die 
kardiale Fibrose, die myokardiale Hypertrophie, den oxidativen Stress sowie die 
Apoptose und vermehrt die Kapillarisierung. 
2.2. Summary 
Raf kinase inhibitor protein regulates cardiac fibrosis 
Genetic determinants of cardiac fibrogenesis are still not completely understood. 
A QTL (quantitative trait loci) analysis in recombinant inbred BXD mouse lines 
and a subsequent characterization of the identified target were applied to identify 
novel regulators of myocardial fibrosis.   
For a genome-wide QTL analysis, 26 BXD lines representing a genetically mo-
saic genetic reference population were treated with CCl4 to induce cardiac and 
systemic fibrosis. The cardiac QTLs linked to the collagen accumulation were 
screened for potential candidates. RKIP (Raf Kinase Inhibitor Protein) was iden-
tified as a genetic marker for the individual fibrosis progression. The cardiac fi-
brosis in the LV (left ventricle) of BXD lines assessed through a picrosirius red 
staining correlated positively with LV RKIP mRNA (R=0.4; p=0.05). To further 
investigate the influence of systemic RKIP-knockout on cardiac remodeling in two 
models of cardiac fibrosis, 10-week-old C57/Bl6N wildtype (WT) and C57BL/6N-
RKIP-deficient mice (RKIP-/-) were subjected to transverse aortic constriction 
(TAC, 360 μm) to induce replacement fibrosis or treatment with CCl4 for 6 weeks 
to induce interstitial fibrosis. Sham-operated or untreated mice served as controls 
(n=9-10 per group).  
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Systemic RKIP-deficiency reduced the cardiac collagen content as well as the 
mRNA-expression of collagen Iα2 and ameliorated the fibroblast density in LV in 
both models. CCl4 RKIP-/- mice demonstrated a reduced fibroblast proliferation 
and mRNA-expression of TNFα in LV-myocardium. The numbers of the circulat-
ing fibroblasts in the peripheral blood, the bone marrow and the LV-myocardium 
were reduced in the RKIP-/- TAC mice. RKIP deficient adult cardiac fibroblasts 
demonstrated a reduced migration capacity in the modified Boyden chamber. 
RKIP-knockout ameliorated the myocardial capillarization, diminished the apop-
totic rate in cardiomyocytes in both models and reduced the cardiomyocyte and 
the cardiac hypertrophy in pressure overload.  RKIP-/- mice revealed a reduced 
myocardial oxidative stress evaluated by immunostaining for 8-hydroxyguano-
sine and an increased nuclear expression of Nrf2 in the pressure-overloaded my-
ocardium.  
In conclusion, systemic deficiency of raf kinase inhibitor protein in C57/Bl6N mice 
ameliorates the maladaptive cardiac remodeling by reduction of the fibrosis, the 







3.1. Kardiale Fibrose und assoziierte Krankheitsbilder 
Die Herzinsuffizienz hat sich zu einem wichtigen Krankheitsbild des 21. Jahrhun-
derts entwickelt. [1, 2]  Als Herzinsuffizienz wird ein pathologischer Zustand des 
Myokards bezeichnet, bei dem die Auswurfleistung des Herzens nicht ausreicht 
um den Körper mit genügend Blut für die metabolischen Vorgänge im Zellstoff-
wechsel zu versorgen. [3] 
In Deutschland waren 2013 ca. 40% der Todesfälle auf kardiovaskuläre Ursa-
chen zurückzuführen. Die Herzinsuffizienz trägt mit 13% aller kardiovaskulären 
Todesfälle einen nicht unerheblichen Anteil dazu bei. [4] Die Prävalenz und Inzi-
denz der Herzinsuffizienz sind altersabhängig: Während bei den 45 bis 55 Jähri-
gen nur 1% an einer Herzinsuffizienz leiden, erhöht sich diese Zahl bei den 65 
bis 75 Jährigen auf 2-5% und betrifft bei den über 80 Jährigen nahezu 10% der 
Bevölkerung. [2, 3, 5, 6, 7] Sowohl in den Vereinten Nationen als auch in Europa 
repräsentiert die Herzinsuffizienz 1-2% aller Krankenhauseinweisungen, was sie 
zum häufigsten Grund einer Hospitalisierung bei den über 65 Jährigen macht. [8]  
3.1.1. Kardiale Fibrose und Fibrogenese 
Das gesunde Herz setzt sich – bezogen auf die Gesamtmasse – aus 76% my-
ozytärem sowie 24% nichtmyozytärem, interstitiellem Gewebekompartiment zu-
sammen. Letzteres lässt sich weiter differenzieren in 59% Gefäßanteil sowie das 
kardiale Bindegewebe mit 4% Kollagen, 8% Fibroblasten und 29% Grundsub-
stanz. [9] Betrachtet man den Aufbau des Herzens bezüglich der Zellzahl, so 
stellt sich heraus, dass myozytären Zellen nur 30% der Zellpopulation ausma-
chen und die nichtmyozytären Zellen mit 70% den Hauptanteil der kardialen Zel-
len stellen. Die häufigste Zelle im Myokard ist dabei der Fibroblast. [10] 
Als generelles Reaktionsmuster auf chronische Organschädigungen unter-
schiedlicher Ätiologie kommt es im Endstadium des Gewebeumbaus zu einer 
Fibrose. Diese ist durch die Vermehrung von Fibroblasten gekennzeichnet, wel-
che abnorm und exzessiv extrazelluläre Matrix produzieren. [11, 12]  Auch im 
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Herzen treten infolge verschiedener Erkrankungen wie Herzinsuffizienz, Myokar-
dhypertrophie, koronarer Herzkrankheit, Kardiomyopathien, Vorhofflimmern und 
durch Noxen, wie zum Beispiel Alkohol und Antracycline, maladaptive atriale und 
ventrikuläre Remodelingprozesse auf. Dabei spielen drei morphologische Typen 
der Fibrose eine Rolle, welche isoliert und in Kombination auftreten können: die 
interstitielle Fibrose, die perivaskuläre Fibrose und die reparative Ersatzfibrose. 
[13, 14] Die Ersatzfibrose entwickelt sich als reparative Fibrose am Ort einer Nek-
rose wie beispielsweise in einem Infarktareal. Bei der reaktiven Fibrose handelt 
es sich meist um eine diffuse Fibrose, welche sich disproportional zur Myozyten-
hypertrophie entwickeln kann. [9, 15, 16, 17, 11]  
Mechanistisch erklärt sich die Fibrogenese im Myokard über eine Akkumulation 
von Fibroblasten mit vermehrter, exzessiver Synthese von extrazellulärer Matrix, 
welche dann – durch die Änderung der Organarchitektur – letztendlich zu einer 
Funktionseinschränkung des Herzens führt. [11, 12] Diese Funktionseinschrän-
kung begründet sich zum einen über eine zunehmende Steifigkeit des Myokards, 
welche zu systolischen sowie diastolischen Funktionsverlusten führt [18] und 
zum anderen über die Störung der elektromechanischen Koppelung zwischen 
den einzelnen Kardiomyozyten, welche zu Arrhythmien führen kann. Eine ausge-
prägte kardiale Fibrose reduziert also die Anzahl von Kardiomyozyten, erhöht die 
Steifigkeit des Myokards und führt so zu systolischer sowie diastolischer Herzin-
suffizienz. [11, 19, 20] 
In Tiermodellen der nachlastinduzierten Hypertrophie durch TAC (transaortale 
Konstriktion) zeigt sich nach einer anfänglichen Phase der diffusen, reaktiven 
Fibrose ein Übergang in eine reparative Fibrose, welche sich aufgrund zuneh-
mender Apoptose und Nekrose der Kardiomyozyten nach Hypertrophie ergibt. 
[11, 21]  
3.1.2. Herkunft kardiale Fibroblasten 
Wesentlicher Bestandteil der Fibrogenese sind die beteiligten Zellen, die Fib-
roblasten. Die Fibroblastenpopulation im Herzen ist nicht homogen. Bei Fib-
roblasten handelt es sich um Zellen mesenchymalen Ursprunges, die neben den 
extrazellulären Matrixproteinen auch viele biochemische Mediatoren, wie zum 
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Beispiel Wachstumsfaktoren und Proteasen synthetisieren und damit eine wich-
tige Rolle für Aufbau und Funktion des Herzens spielen. [22] Die Differenzierung 
in kardiale Fibroblasten geschieht unter anderem getriggert über PDGF [23]. Re-
sidierende intrakardiale Fibroblasten entstehen während der embryonalen Ent-
wicklung hauptsächlich aus endothelialen und epikardialen Zellen. Einige dieser 
Zellen weisen eine neuronale oder hämatopoetische Herkunft auf. Im adulten 
Myokard exprimieren residierende Fibroblasten DDR 2 (Discoidin Domain Re-
zeptor 2), Kollagen I und PDGFRA (Alpha-type Platelet-Derived Growth Factor 
Receptor). Sie sind dabei keineswegs lokal verankert, sondern zeichnen sich 
auch durch eine Migrationskapazität aus, welche sich durch den Gehalt an Aktin 
und Myosin begründet. [24]  
Während der embryonalen Entwicklung sowie auch im Rahmen der Fibrogenese 
als Reaktionsmuster auf chronische Organschädigung gibt es verschiedene Ur-
sprungsmöglichkeiten der kardialen Fibroblasten (vgl. Abb. 1A):  
Die Zellen des Interstitiums sowie des Annulus fibrosus entstammen den mesen-
chymalen Zellen des embryologischen Proepikardes [25] und entwickeln sich 
durch eine EMT (epethelial-mesenchymale Transition) [26], die durch verschie-
dene Wachstumsfaktoren, wie zum Beispiel FGF (fibroblast growth factor), PDGF 
(platelet derived growth factor) und TGF (transforming growth factor) getriggert 
wird [27]. Die Fibroblasten, die das bindegewebige Gerüst der Herzklappen for-
men, haben ihren Ursprung im kardialen Endothel. [28] Sie entstehen über 
EndMT (endothelial-mesenchymale Transition) aus den Zellen des Endokardkis-
sens, hierbei spielen primär TGF-β, PDGF und Wnt eine Rolle. [28, 29] Auch die 
perivaskuläre Zellen, wie zum Beispiel Perizyten, sind eine Quelle für Fibroblas-
ten im kardialen Verbund. Perizyten sind perivaskuläre Zellen mesenchymalen 
Ursprunges, welche direkt mit endothelialen Zellen kommunizieren. [10, 11, 30] 
Als weiterer Ursprungsort der Fibroblasten kommt das hämatopoetische System 
in Betracht. Neben Makrophagen kommen vor allem monozytäre Zellen und de-
ren aus dem Knochenmark entstandenen Progenitorzellen als Quelle für Fib-
roblasten in Betracht. [10, 31] Immer größere Bedeutung kommt den aus dem 
Knochenmark entstanden Fibroblasten, den sogenannten Fibrozyten zu. Sie 
scheinen vor allem im Rahmen von reaktiven und reparativen fibrotischen Um-
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bauprozessen eine wichtige Rolle zu spielen. Fibrozyten sind Zellen mesen-
chymalen Ursprunges und zeigen morphologische und molekulare Ähnlichkeiten 
zu sowohl hämatopoetischen Stammzellen als auch zu monozytären Zellen und 
Fibroblasten. [22, 32, 33]  
Zahlreiche klinische und experimentelle Daten weisen darauf hin, dass neben 
den residierenden intrakardialen Fibroblasten vor allem auch diese zirkulierende, 
dem Knochenmark entstammende Fibroblasten (Fibrozyten) an der Fibrogenese 
beteiligt sind [34]. Diese Zellen exprimieren hämatopoetische Marker und Che-
mokinrezeptoren (CXCR4, CCR2, CCR7, CCR3, CCR5). Ihre Migration in ver-
schiedene Organe wird durch spezifische Liganden, z.B. MCP-1 (monocyte 
chemotactic protein-1), CCL19, CCL21, CXCL12/SDF-1 und RANTES vermittelt.  
Die Fibrozyten unterscheiden sich von residenten Fibroblasten unter anderem 
durch ihre Fähigkeit, verschiedene Komponenten der extrazellulären Matrix zu 
produzieren und zu degradieren. Für Fibrozyten konnte gezeigt werden, dass sie 
zwar in der fibrotischen Frühreaktion 25-60% der Fibroblasten ausmachen kön-
nen. Später allerdings, wenn eine persistierende fibrotische Reaktion vorliegt, ist 
die Anzahl der im Knochenmark entstandenen Fibroblasten, die zur fibrotischen 
Reaktion im Myokard beitragen, reduziert. [35, 32, 33]  
Durch diese Erkenntnisse ergibt sich eine große Heterogenität in der Zellgruppe 
der Fibroblasten, welche sich unter anderem durch deren verschiedenen Ur-
sprünge erklärt und die Vielfalt der kardialen Struktur mitbegründet. [11]  
3.1.3. Funktionen kardialer Fibroblasten 
Um die Mechanismen und Funktionen der Fibroblasten im Rahmen der kardialen 
Fibrogenese genauer zu beleuchten, ist es von Nöten die Funktionen der kardi-
alen Fibroblasten im physiologischen Zustand des Herzens zu kennen (vgl. Abb. 
1B): 
Hierzu gehört unter anderem der Erhalt der Homöostase der extrazellulären Mat-
rix durch die Synthese von interstitiellem Kollagen, Glykoproteinen und Pro-
teasen, sodass sich ein organisiertes extrazelluläres Netzwerk ergibt, welches 
letztendlich den Kardiomyozyten als Gerüst dient. [11] Die Synthese der einzel-
nen Komponenten der extrazellulären Matrix erfolgt dabei nach Stimulation über 
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verschiedene Wachstumsfaktoren und Zytokine zum einen bzw. über mechani-
sche Stimuli wie zum Beispiel Dehnung zum anderen. [11, 36, 37] Die wichtigsten 
Bestandteile der extrazellulären Matrix bilden neben ca. 90% Kollagen (vor allem 
Typ I und Typ III) auch Elastin und Laminin [38]. Insbesondere für die Vernetzung 
von Kollagen und Elastin ist dabei die Lox (Lysyloxidase) verantwortlich [39, 40], 
welche ihrerseits wiederum durch bioaktive Moleküle der Fibroblasten reguliert 
wird. Bei Patienten mit einer dilatativen Kardiomyopathie konnte eine Induktion 
der Lox gezeigt werden. [41]  
Auch die Degradation der extrazellulären Matrix über die Matrix Metalloproteina-
sen (zum Beispiel MMP-1 und MMP-13) und deren Inhibitoren wird durch die 
Fibroblasten moduliert. [42] Bei der Homöostase der extrazellulären Matrix 
kommt den eben erwähnten Metalloproteinasen eine wichtige Rolle zu. Die Funk-
tion ausführlich zu beschreiben, würde den Rahmen dieses Kapitels sprengen, 
daher bleibt nur kurz zu erwähnen: Die Metalloproteinasen selbst können extra-
zelluläre Matrix degradieren, während demzufolge über die Inhibitoren der Me-
talloproteinasen (genauer: tissue inhibitors of metalloproteinases) eine Degrada-
tion verhindert wird. [43] Das Verhältnis zwischen Metalloproteinasen und ent-
sprechenden Inhibitoren ist essentiell für die Homöostase der extrazellulären 
Matrix im Myokard. [44] Die Tatsache, dass Fibroblasten sowohl die Metallopro-
teinasen selbst, als auch ihre Inhibitoren regulieren, unterstreicht noch einmal 
ihre wichtige Rolle im Aufbau der extrazellulären Matrix. Die Regulation findet 
dabei in beide Richtungen statt, das heißt auch die Metalloproteinasen können 
über spezifische Mechanismen die Funktion der Fibroblasten regulieren. [43]  
Eben dieses Gerüst der extrazellulären Matrix ist auch unabdingbar für die elekt-
rische Reizleitung im Myokard, da so spezifische Areale elektrisch separiert wer-
den können. Dadurch und auch durch die elektrische Koppelung zwischen Kar-
diomyozyten und Fibroblasten begründet sich der Wert der Fibroblasten für die 
funktionsfähige Reizleitung im Herzen. [11, 45] 
Fibroblasten spielen auch eine große Rolle in der Produktion von bioaktiven Mo-
lekülen. Durch die Synthese von Wachstumsfaktoren und Zytokinen sowie an-
dere auto- und parakrine Faktoren modulieren sie entscheidend Zellproliferation 
11 
 
und Apoptose im Myokard. Zu den Sekretionsprodukten gehören dabei beispiels-
weise TNF-α, Angiotensin II und TGF-β. [10, 11]  
Außerdem produzieren kardiale Fibroblasten Mitogene, die eine Rolle für die Ent-
wicklung der Kardiomyozyten spielen. Auch wenn lange davon ausgegangen 
wurde, dass Kardiomyozyten ausdifferenziert wären, konnte gezeigt werden, 
dass eine langsame Proliferation stattfindet [46], welche von Fibroblasten getrig-
gert wird; hierbei sind vor allem FGF und Periostin wichtige Faktoren [47, 48].  
Auch bei der Regulation der kardialen Angiogenese erfüllen Fibroblasten eine 
wichtige Funktion. Über die Sekretion von VEGF (vascular endothelial growth 
factor) und FGF sind sie potente Stimulatoren der Neoangiogenese [49, 50] und 
können gegensinnig über die Sekretion von CTGF (connective tissue growth fac-
tor) und PDGF antiangiogenetisch wirksam sein [49, 51]. 
3.1.4. Rolle der Fibroblasten bei kardialer Fibrogenese 
Verschiedene biologisch aktive Substanzen regulieren die Funktion von Fib-
roblasten. Diese Funktionen sind im wesentlichen Matrixproduktion, Proliferation 
und Migration. Während des physiologischen Herzzustandes sezernieren kardi-
ale Fibroblasten keine großen Mengen an Matrixproteinen [52, 53] und weisen 
auch keine Aktin-assoziierten Zell-Zell- bzw. Zell-Matrix-Kontakte auf [54]. 
Kommt es nun aber zu kardialen Verletzungen so werden durch verschiedene 
Zytokine und Wachstumsfaktoren, wie zum Beispiel TGF-β und ED A Fibronektin, 
Veränderungen der kardialen Matrix induziert. Unabhängig von der Ätiologie des 
fibrotischen Umbaus kommt es dabei auch zu einer Differenzierung der Fib-
roblasten in zum Beispiel Myofibroblasten [14], welche primär durch TGF-β1 be-
dingt ist [55]. Myofibroblasten zeichnen sich dabei dadurch aus, dass sie kontrak-
tile Proteinen wie Aktin, Myosin und α-SMA (alpha-smooth muscle actin) expri-
mieren [11] und nur in einer pathologischen kardialen Situation vorgefunden wer-
den können [43, 56]. Sie spielen vor allem bei der reparativen Ersatzfibrose eine 
entscheidende Rolle. [57] 
Bei Hochdruckherzen kommt als weiterer Stimulus für kardiales Remodeling vor 
allem der Katecholaminexzess in Betracht. [58, 59] Auch die viszeralen Adipozy-
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ten spielen eine entscheidende Rolle. Letztere setzen dabei unter anderem pro-
inflammatorische Zytokine wie TNF α (Tumornekrosefaktor α) frei, welche dann 
wiederum zu einer gesteigerte Fibrogenese führen [15, 16] und gleichsinnig auch 
die Degradation von Kollagen inhibieren [60].  
Auch der schon angesprochene Katecholaminexzess stimuliert – neben der Ag-
gravation einer Hypertonie – proinflammatorische Prozesse. [9] Außerdem wird 
durch die gesteigerte Reninsynthese Angiotensin II gebildet, welches wiederum 
zu einem ungünstigen kardialen und vaskulären Remodeling führt. [9] Angioten-
sin II wird aber nicht nur durch das ACE (Angiotensin Converting Enzyme) aus 
Angiotensin I gebildet, sondern auch durch Chymasen und Mastzellen, vor allem 
in atherosklerotischen Gefäßen und ist dort hochwirksam auf das lokale Remo-
deling in Form von Fibrose und Hypertrophie. [61]  
Neben inflammatorischen und hämodynamischen Ursachen sollten aber auch 
andere Ursachen einer kardialen Fibrogenese beachtet werden. So konnte schon 
in zahlreichen Tierversuchen gezeigt werden, dass bei nachlastinduzierter Hy-
pertrophie im Ventrikel vermehrt Apoptose auftritt. Diese Apoptose wiederum 
führt zu einer Ersatzfibrose. [11, 21, 62] Auch hierfür werden vor allem inflamm-
atorische Signalkaskaden [63] sowie TGF-β [64] verantwortlich gemacht. 
Zusammenfassend ergibt sich aus diesem Kapitel, dass kardiale Fibrose integ-
raler Bestandteil einer Vielzahl von kardialen und systemischen Krankheiten ist 
und somit große Beachtung verdient. Der zelluläre Hauptmediator der maladap-
tiven Remodelingvorgänge in Form von Fibrose ist der Fibroblast. Diese sehr 
heterogene Zellpopulation trägt – wie oben dargelegt – einen großen Teil zur 
fibrotischen Reaktion auf verschiedenste ätiologische Stimuli bei und stellt somit 











3.2. Analyse genetischer Determinanten kardialer Fibrose 
Diese Dissertation entstand im Rahmen des Teilprojektes 10 „Identifizierung und 
Charakterisierung von zellulären Mechanismen und genetischen Determinanten 
der kardialen und systemischen Fibrogenese“, in der DFG- geförderten klini-
schen Forschergruppe „Signaltransduktion bei adaptiven und maladaptiven kar-
dialen Remodeling-Prozessen“. [65]  
3.2.1. Methodik der Analyse 
Im Rahmen des Teilprojektes wurden genetische Faktoren, sogenannte quanti-
tative trait loci (QTL), eruiert, die individuell variabel die Progression der Fibrose 
determinieren. Studienhypothese hierbei war, dass kardiale und systemische 
Fibrogenese sowohl gemeinsame als auch unterschiedliche (gewebsspezifische) 
zelluläre Mechanismen der Fibroseentstehung zeigen. Diese wurden mittels der 
qualitativen und quantitativen Analyse verschiedener kardialer Fibrosemodelle 
erforscht. Zudem wurden die zentralen profibrogenen Signalwege durch eine si-
multane QTL-Analyse der kardialen und hepatischen Fibrogenese in rekombi-
nanten Mausinzuchtlinien identifiziert. [66] 
Durch die Etablierung von Inzuchtmausmodellen und entsprechende Genomana-
lysen können unbekannte genetische Risikofaktoren (Suszeptibilitätsgene) iden-
tifiziert werden. [67, 68] Durch die Benutzung von Inzuchtmausmodellen ergibt 
sich der Vorteil einer genetischen Diversität bei kontrollierten Umweltfaktoren. 
Die Inzuchtmausstämme werden dabei durch Bruder-Schwester-Verpaarungen 
über mehr als zwanzig Generationen erzeugt, sodass sich für alle Allele eine Ho-
mozygotie ergibt. Unbekannte, krankheitsrelevante Gene können dann durch 
Kreuzung suszeptibler und resistenter Stämme mit Hilfe der QTL-Analyse identi-
fiziert werden. [67, 68] Methodisch spielt dabei die Quantität der Variante eines 
genetischen Markers in der Nähe eines Suszeptibilitätsgenes in einem QTL eine 
Rolle. Erkrankte Nachkommen weisen nämlich häufiger dieselbe Variante diesen 
Markers auf. Wenngleich diese Risikogene zunächst nur im Mausmodell er-
forscht sind, konnte bezüglich einiger Determinanten schon in translationalen 
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Studien gezeigt werden, dass die im Mausmodell relevanten Gene (z.B. Komple-
mentfaktor C5a und das Interferon-induzierbare Chemokin CXCL9) auch bei hu-
manen Individuen Determinanten der Fibrogenese darstellen. [69, 70]  
Als rekombinante Inzuchtlinie wurde dabei das BXD-Panel verwendet, das aus 
den Mausstämmen C57BL/6J und DBA2/2J generiert wurde (vgl. Abb. 2A). [71] 
Für die Phänotypisierung verfügbar waren zu Projektbeginn achtzig verschie-
dene BXD-Linien, die vom Wellcome Trust [72] für über dreizehntausend Marker 
genomweit typisiert wurden. [73] 
3.2.2. Ergebnisse der Analyse 
Nach Induktion einer chemisch-toxischen Fibrose mittels Tetrachlorkohlenstoff 
(CCl4) konnte beobachtet werden, dass die Fibrose in den einzelnen BXD-Linien 
genetisch determiniert unterschiedlich stark ausgeprägt war. Außerdem zeigten 
sich signifikante Korrelation zwischen kardialer und hepatischer Kollagenakku-
mulation. DBAJ/2 Inzuchtmäuse zeigten dabei sowohl in der Leber als auch in-
terstitiell im Herz stärker ausgeprägte Fibrose als Vergleichstiere der C57BL/6J- 
Linie. [66] 
Nun wurde bei sechsundzwanzig rekombinanten Inzuchtlinien aus dem BXD-Pa-
nel, welches über Kooperationen mit dem virtuellen Helmholtz-Zentrum für Sys-
temgenetik [74] und dem europäischen Netzwerk für Systemgenetik [75] zur Ver-
fügung stand, mittels CCl4 eine chemisch-toxische Fibrose in Herz und Leber er-
zeugt. Über Analysen der Fibrosephänotypen mit den genomweit vom Wellcome 
Trust [72] bestimmten BXD-Genotypen konnte Genloci identifiziert werden, die 
cis (ausschließlich Regulation der Gene im selben DNA (Desoxyribonuklein-
säure)-Molekül) oder trans (auch Regulation von Genen auf anderen DNA-Mole-
külen) regulatorisch die Fibrosephänotypen modulieren. So konnten, durch Ver-
gleich mit Genloci andere Organfibrosen, kardiospezifische oder organübergrei-
fende Determinanten identifiziert werden. [66] 
Die eQTL-Analyse nach cis-regulierten Gene bei sechsundzwanzig untersuchten 
BXD-Linien mit ausgeprägter Herz- und Leberfibrose (vgl. Abb. 2B) ergab fol-
gende Gene, die eine individuelle Progression der Fibrose determinieren könn-
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ten: Raf Kinase Inhibitor Protein (RKIP), Afamin (Afm), Napsin A aspartic pep-
tidase (Napsa), Sushi domain containing 1 (Susd1) und Riboflavin kinase (Rfk). 
Nach Studium der aktuellen Literatur stellte sich RKIP als vielversprechendster 
Kandidat der Regulation von kardialem Remodeling heraus. [76, 77, 78, 79, 80] 
So wird die Familie der Raf (rapidly accelerated fibrosarcoma)-Proteine (welche 
von RKIP gehemmt wird) als essentiell für kardiomyozytäres Überleben und die 
kardiomyozytäre Entwicklung beschrieben. [80] Außerdem konnte schon gezeigt 
werden, dass Raf-Mutationen eine Rolle in der kindlichen dilatativen Kardiomyo-
pathie spielen. So ergibt sich eine neunprozentige Prävalenz für Raf-Mutationen 
bei der kindlichen dilatativen Kardiomyopathie. Es konnte gezeigt werden, dass 
dilatativen Kardiomyopathie- assoziierte Raf1 Mutationen eine veränderte Aktivi-
tät der Kinasen zeigt, welche zur Folge hat, dass die ERK Aktivität größtenteils 
unverändert bleibt, während AKT durch die Mutation überaktiv war. [81] Ein in-
tegraler Bestandteil der Pathogenese der Kardiomyopathie ist hierbei also der 
Raf-MEK-MAPK-Signalweg [82]. Außerdem konnten auch Zusammenhänge zwi-
schen dem kardio-fazio-kutanen Syndrom und Mutationen des MAPK- Signalwe-
ges gezeigt werden [83, 84]. 
Nach Identifikation von RKIP als mögliches Suszeptibilitätsgen für Fibrose, 
konnte eine Korrelation zwischen RKIP-Expression und Kollagengehalt (vgl. Abb. 
2C) gezeigt werden. Neben CCl4 als Induktor einer chemisch-toxischen Fibrose, 
wurde dann mit einer TAC ein weiteres Studiendesign für Fibrogenese einge-
führt.  
Als Fazit des Kapitels ergibt sich also, dass es wichtig ist individuelle Mechanis-
men und Signaltransduktionswege der Fibroseprogression zu erforschen. Nach 
den Vorarbeiten ergab sich mit dem Raf-Kinase-Inhibitor-Protein ein neues Sus-
zeptibilitätsgen kardialer Fibrogenese. Die veröffentlichten Forschungsergeb-
nisse, die eine Beteiligung des Raf-MEK-MAPK-Signalweges an Pathologien des 
kardialen Systems suggerieren sowie die positive Korrelation zwischen der RKIP-
mRNA und dem Kollagengehalt untermauern somit die Wichtigkeit die Rolle von 




Abbildung 2- Analyse genetischer Determinanten kardialer Fibrose 
(A) Generierung der BXD- Linien  
(B) Kopplungsanalysen zwischen Herz (blau) und Leber (rot). Auf der Abszisse sind die 
genetischen Loci aufgetragen. Die Ordinate zeigt den LRS-Wert, als Maß für die Wahr-
scheinlichkeit einer Assoziation zwischen Merkmal und genetischem Locus. 
(C) Korrelation zwischen RKIP- Expression (gemessen anhand der mRNA) und Fibrose 




3.3. Das Raf-Kinase-Inhibitor-Protein und seine Funktionen 
RKIP gehört zur Familie der Phosphatidylethanolamin-binding proteins (PEBP) 
und trägt daher auch den Namen PEBP-1. Neben PEBP-1 sind in der Literatur 
für RKIP auch die Namen HCNP, Neuropolypeptide h3 und Prostatic-binding pro-
tein beschrieben. Zur Superfamilie der PEBP gehören neben RKIP noch über 
vierhundert weitere Proteine, die in verschiedenen Spezies vorkommen. [85, 86]  
Starke Expression von RKIP zeigen vor allem das Nervensystem sowie die Ne-
bennieren und die Schilddrüse, während RKIP im Herz eher weniger stark expri-
miert wird. [87] Aufgrund zahlreicher Interaktionen mit nukleären Vorgängen, 
kann RKIP auch im Nucleus verstärkt nachgewiesen werden. [88] 
Das aus vier Exons und drei Introns bestehende 9728 Basenpaare lange Gen, 
welches für RKIP kodiert, findet sich auf dem Chromosom 12q24.23. Das Protein, 
welches in nahezu allen Gewebearten exprimiert wird, hat eine Masse zwischen 
21 und 23kDa, die sich aus insgesamt 186 Aminosäuren ergibt. [77]  
Durch Interaktionen mit verschiedensten Signalkaskaden kommen RKIP Rollen 
in der Pathogenese verschiedener Krankheiten zu. Auch wenn heute die ge-
nauen Mechanismen noch nicht komplett verstanden sind, konnte schon gezeigt 
werden, dass eine Dysregulation von RKIP eine Rolle bei Erkrankungen wie 
Asthma [89], Systemischen Inflammations Respons Syndrom [90], diabetischer 
Neuropathie [91], Helicobacter pylori assoziierter Gastritis [92] sowie einigen 
Herzerkrankungen [93] und Alzheimer [94] zuteilwird. [95] Größte Beachtung in 
der aktuellen Forschung erhält RKIP jedoch vor allem im Rahmen der Onkologie, 
vor allem bei der Entstehung von Metastasen kommt RKIP eine große Rolle zu. 
[95] Hauptinteresse der aktuellen Studien ist dabei das Potential von RKIP als 
natürlicher Suppressor des metastatischen Prozesses. [79, 96] 
3.3.1. Funktionen des Raf-Kinase-Inhibitor-Proteins 
Betrachtet man die Funktionen und Interaktionen von RKIP, wird schnell klar, 
dass der Begriff „Raf Kinase Inhibitor Protein“ der Funktion von RKIP nicht ge-
recht wird. Im Folgenden sollen die wichtigsten Regulationswege, bei denen 
RKIP eine Rolle spielt, kurz beleuchtet werden: 
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RKIP ist ein Inhibitor von Raf-1 und moduliert somit den Raf-MEK (mitogen-acti-
vated protein kinase kinase) -MAPK (mitogen-activated protein kinase) Signal-
weg, welcher für zelluläre Proliferation, Differenzierung, Migration sowie 
Apoptose wichtig ist. [97, 98, 99] Eine Dysregulation dieses essentiellen Signal-
weges führt zu einer Vielzahl von Krankheitsbildern. [79] Die Inhibition von Raf 
geschieht dabei über Bindung von RKIP an Raf, wodurch eine Phosphorylierung 
des N-terminalen Endes von Raf verhindert wird. [77] Zu erwähnen sind in die-
sem Zuge auf jeden Fall auch noch die ERK (Extracellular-signal Regulated Kina-
ses) als Downstream im Raf-MEK-MAPK Signalweg. Vor allem die ERK1/2 ha-
ben dabei erheblichen Einfluss auf den Zellzyklus [100], so dass auch RKIP eine 
wichtige Rolle in der Zellzykluskontrolle zukommt. Einige Studien konnten außer-
dem zeigen, dass RKIP an der Regulation des Spindel-Checkpoints der Zelltei-
lung beteiligt ist. [101] Diese Daten werden auch nochmals dadurch erhärtet, 
dass RKIP defiziente Zellen eine höhere Aktivität von Aurora B vorweisen, was 
zu genomischer Instabilität führt [101], da die Kinase Aurora B eine wichtige Rolle 
für Zellteilung, den Spindel-Checkpoint und die chromosomale Anordnung spielt. 
[102] Klinisch relevant werden diese Erkenntnisse beispielsweise bei der Be-
trachtung von kolorektalen Tumoren, für die gezeigt wurde, dass RKIP Defizienz 
zu signifikant höheren Raten an genomischer Instabilität führt. [103]  
Neben der Funktion als Raf- Inhibitor kommt RKIP auch eine Rolle als Inhibitor 
der GRK2 (G Protein gekoppelten Rezeptor Kinase 2) zu. [93] GRK2 ist ein Inhi-
bitor der GPCR (G Protein gekoppelten Rezeptor), welche für Neurotransmis-
sion, Inflammation und Regulation des Blutdruckes eine wichtige Rolle spielen. 
[104] Für die Inhibition von GRK2 ist notwendig, dass RKIP durch die PKC (Pro-
tein Kinase C) phosphoryliert wird [105], um dann von Raf zu dissoziieren und 
als pRKIP (phospho-Raf Kinase Inhibitor Protein) GRK2 zu binden und so dessen 
inhibitorische Aktivität zu blockieren. [93, 105, 106] Neueste Erkenntnisse prä-
sentieren außerdem eine dritte Zustandsform, welche die Phosphorylierung von 
RKIP durch PKC überhaupt erst erlaubt und somit eine Zwischenform zwischen 




Des weiteren kontrolliert RKIP die Aktivität des NF-κB (nukleären Faktors κB) und 
hat somit Einfluss auf die Apoptose. [77] NF-κB ist in der aktiven Form im Zyto-
plasma lokalisiert und an Inhibitor κB (IκB) gebunden [109]. Erst durch eine Phos-
phorylierung von IκB durch die IKK (Inhibitor κB Kinase), welche wiederum durch 
NIK (NFκB-inducing kinase) und TAK-1 (transforming growth factor B-activated 
kinase-1) durch Phosphorylierung aktiviert wird, degradiert IκB und sorgt so für 
aktives NF-κB. [77] NFκB schließlich wird in den Nucleus transloziert und regu-
liert dort Gene, welche sich auf Inflammation, Zellproliferation, Migration und 
Apoptose auswirken. [110] RKIP moduliert den NFκB Signalweg, indem es die 
NIK und TAK-1 sowie IKK inhibiert und somit die Phosphorylierung von IκB und 
die Aktivität von NF-κB verhindert. [111] 
Auch auf den Aufbau der extrazellulären Matrix kann RKIP Einfluss nehmen, Ei-
nige Studien konnten zeigen, dass RKIP die Funktion besitzt, die Aktivität von 
Matrix Metalloproteinasen zu vermindern und somit einem Abbau zellulärer Mat-
rix entgegenwirken kann. [112, 113, 114] 
Andererseits kann RKIP auch als Aktivatorprotein fungieren. So sind zwei Wege 
beschrieben, wie RKIP die GSK3β (Glykogen Synthase Kinase 3β) reguliert: Zum 
einen kann RKIP durch Bindung an GSK3β für deren Erhalt sorgen und zum an-
deren schützt RKIP die GSK3β vor einer inhibitorischen Phosphorylierung. [115] 
Da sich über eine aktive GSK3β eine reduzierte zelluläre Motilität und Migration 
ergibt, gibt es also laut einigen Quellen Hinweise auf einen negativen Effekt von 
RKIP auf die Zellmotilität. [77, 116, 117] Andererseits gibt es aber auch Projekte, 
welche einen positiven Effekt von RKIP auf die zelluläre Motilität und Migration 
nachweisen konnten. [118] 
Außerdem ist eine Aktivierung der mir (micro-RNA) let-7 durch RKIP beschrieben 
[119]. Insbesondere durch die Inhibition des Raf-MEK-MAPK Signalweges ist die 
Transkription von LIN28 vermindert. LIN28 inhibiert die Reifung von mir let-7 [78]. 
Die mir let-7 wiederum inhibiert HMGA2 (High-mobility group AT-hook 2), wel-
ches als Remodelingprotein des Chromatins, eine große Rolle in der Aktivität von 
proinvasiven und damit auch prometastatischen Genen, wie Snail und CXCR4 
(C-X-C chemokine receptor type 4) spielt. [120] 
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Erwähnenswert ist bei allen beschriebenen Mechanismen noch, dass die Modu-
lation der intrazellulären Vorgänge und Signalkaskaden durch RKIP keineswegs 
als An-Aus-Schalter funktioniert, sondern vielmehr die jeweiligen Signalintensitä-
ten moduliert. [121] 
3.3.2. Regulationen des Raf-Kinase-Inhibitor-Proteins 
Nachdem nun beleuchtet wurde wie RKIP sich auf Signaltransduktionswege in 
der Zelle auswirkt, sollen nun noch die wichtigsten Wege der Regulation von 
RKIP beschrieben werden: 
In der Regel sind Tumorsuppressorgene vor allem über Methylierung der DNA 
(Desoxyribonukleinsäure) und Modifikation der Histone reguliert [122], so ist für 
die Methylierung von sogenannten CpG (Cytosin-phosphatidyl-Guanin) Inseln in 
der Promotorregion des RKIP Genoms sowohl im normalen als auch malignen 
Gewebe ein Transkriptionsstopp beschrieben [123]. Dieser Transkriptionsstopp 
geht mit einer RKIP Defizienz in vivo einher [103]. Außerdem wird RKIP durch 
Snail herunterreguliert [124], das heißt RKIP und Snail beeinflussen sich gegen-
seitig negativ. Der EZH2 (Enhancer von Zeste Homolog 2) und mda-9 (Melanoma 
differentiation associated gene-9) inhibieren ebenso die Transkription von RKIP 
[125, 126]. Abschließend sollte hierzu aber bedacht werden, dass diese Supp-
ressionsmechanismen primär für maligne Zellen gelten und dabei auch abhängig 
vom Zelltyp sind [77]. 
Ein positiver Einfluss auf RKIP konnte für 5α-Dihydrotestosteron gezeigt werden, 
welches über eine Bindung an Androgenrezeptoren die Expression von RKIP in-
duziert [127]. Indirekt kann auch GSK3β ein stimulierender Faktor für die Expres-
sion von RKIP sein: GSK3β inhibiert Snail [128], da Snail RKIP herunterreguliert 
[124], hat GSK3β also einen positiven Effekt auf RKIP. 
Zusammenfassend ergibt sich also eine ausgeprägte Multifunktionalität, welche 
zeigt, dass RKIP unter verschiedenen Bedingungen unterschiedliche Rolle spie-
len kann und somit in multiplen Signalwegen interagieren kann. Diese Tatsache 
macht RKIP zu einem zentralen Schalter diverser intrazellulärer Vorgänge und 
die Erforschung von RKIP als Determinante individueller Progression von syste-











Nach Vorarbeiten im Rahmen des Teilprojektes 10 „Identifizierung und Charak-
terisierung von zellulären Mechanismen und genetischen Determinanten der kar-
dialen und systemischen Fibrogenese“ wurde das Raf Kinase Inhibitor Protein 
(RKIP) als ein relevanter genetischer Risikofaktor der Fibrogenese identifiziert. 
Die aktuelle Literatur weist darauf hin, dass das Raf-Kinase Inhibitor Protein eine 
wichtige Rolle bei kardialem Remodelling spielen könnte. RKIP wird in verschie-
denen Geweben aktiv exprimiert und ist an Signaltransduktionswegen beteiligt, 
die Zellproliferation, Apoptose, Zellwachstum, Zellmigration und Angiogenese re-
gulieren. Allerdings sind die genauen zellulären und molekularen Funktionen von 
RKIP und insbesondere die Bedeutung im Myokard nicht bekannt.  
Basierend auf diesen Erkenntnissen untersuchen wir den Einfluss der globalen 
RKIP-Defizienz auf kardiales Remodeling und kardiale Reparaturvorgänge bei 
erhöhter Nachlast und Tetrachlorkohlenstoff-Behandlung. Hierzu sollen folgende 
Parameter untersucht werden: 
1) funktionelle Herzparameter,  
2) zelluläre Parameter des kardialen Remodeling, wie Hypertrophie, Fibroge-
nese, Kapillarisierung, Apoptose, Proliferation und oxidativen Stress,  
3) Expressionsanalyse im linksventrikulären Myokard bzgl. Regulationsproteine 
(RKIP, phospho-RKIP, ERK, phospho-ERK), RKIP-regulierten Mediatoren 
(NRF2)  
4) Migrationsfähigkeit der kardialen Fibroblasten,  
5) Mobilisierung der zirkulierenden Fibroblasten ins periphere Blut aus dem Kno-





5. Materialien und Methoden 
5.1. Materialien 
5.1.1. Versuchstiere 
Zur Verwendung kamen zehn Wochen alte RKIP-/-C57Black6N-Albino sowie 
Wildtype (WT) C57Black6N-Albino Mäuse, diese wurden von David Kiszkiss, 
Brown University, Providence, Rhode Island, USA erworben. Die Studie wurde 
von dem Landesamt für Soziales, Gesundheit und Verbraucherschutz des Saar-
landes, Abteilung Lebensmittel und Veterinärmedizin genehmigt. Die Mäuse wur-
den während der Studie unter Standardbedingungen gehalten. 
5.1.2. Chemikalien und Ausgangsstoffe 
 0,05% Trypsin-EDTA; gibco life technologies, USA 
 30% Acrylamide Mix; Bio-Rad, USA 
 30% H2O2; Merck, Germany 
 Algezid II, AGFA, Belgium 
 Ammonium Persulfate (APS); Serva, Germany 
 Amplific Diluent; PerkinElmer, USA 
 Antimycin A; gibco life technologies, USA 
 Aprotinin; Sigma-Aldrich, Germany 
 Aqua dest (destilliertes Wasser); Braun, Germany 
 Bovines Serum Albumin (BSA); Sigma-Aldrich, Germany 
 Bovines Serum; gibco life technologies, USA 
 Bromphenolblau; Sigma-Aldrich, Germany 
 Chloroform; Sigma-Aldrich, Germany 
 Citraconsäure Anhydrid; Sigma-Aldrich, Germany 
 Complete- Tabletten EDTA-free, Roche Diagnostics, Switzerland 
 DAPI (4,6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride) BioChemica; Pan-
Reac AppliChem, Germany 
 Developer Flasche 1 for CP 1000/ Curix 60; AGFA, Belgium 
 Developer Flasche 2 for CP 1000/ Curix 60; AGFA, Belgium 
 di-Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4); Merck, Germany 
 Dithiothreitol (DTT); Sigma-Aldrich, USA 
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 E64; Sigma-Aldrich, Germany 
 ECL Western Blotting Detection Reagents, Detection Reagent 1; GE 
Healthcare, UK 
 ECL Western Blotting Detection Reagents, Detection Reagent 2; GE 
Healthcare, UK 
 Enthellan; Merck, Germany 
 Eosin; Merck, Germany 
 Ethanol; Sigma-Aldrich, USA 
 Ethylendiamintetraacetat (EDTA); Sigma-Aldrich, Germany 
 Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N′,N′-tetraacetat (EGTA); Sigma-
Aldrich, Germany 
 Gelatinelösung; Sigma-Aldrich, USA 
 Glycerol; Sigma-Aldrich, USA  
 Glycin; WVR, Germany 
 HCl (Hydrochloric acid 37%); VWR; USA 
 Hematoxilin; Merck, Germany 
 HEPES; gibco life technologies, USA 
 High Range Marker; Bio-Rad, USA 
 Igepal CA-630, Sigma-Aldrich, USA 
 Injektionswasser: Aqua ad iniectabilia; Braun, Germany 
 Kaliumchlorid (KCl); Merck, Germany 
 Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4); Merk, Germany 
 Karbontetrachlorid (CCl4); Sigma-Aldrich, Germany 
 Kliniplast paraffin-haltiges Medium für die Gewebeeinbettung, Klinika 
medikal, Germany 
 Leupeptin; Sigma-Aldrich, Germany  
 Low Range Marker; Bio-Rad, USA 
 M199+Glutamax Medium; gibco life technologies, USA 
 Magermilchpulver Sucofin; TSI GmbH, Germany 
 Methanol; Merck, Germany 
 Microcystin; Alexis Biochemicals, USA 
 Natriumazid (NaN3); Sigma-Aldrich; Germany 
 Natriumchlorid (NaCl); Merck, Germany 
 Natriumhydroxid; Merck, Germany 
 Natriumorthovanadat (Na3VO4); Sigma-Aldrich, Germany  
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 Paraffin: Kliniplast Medium for tissue embedding; Klinika Medical, Ger-
many 
 Paraformaldehy; Merck, Germany 
 Penicillin/Streptomycin; gibco life technologies, USA 
 peqGOLD RNA Pure; peqlab, Germany 
 Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF); Sigma-Aldrich, Germany  
 Pikrinsäure; Sigma-Aldrich, USA 
 Rapid Fixer, AGFA, Belgium 
 Reagenz A: Bio-Rad DC Protein Assay Reagent A; Bio-Rad, USA 
 Reagenz B: Bio-Rad DC Protein Assay Reagent B; Bio-Rad, USA 
 RotiHistol; Roth, Germany 
 Sirius Red; Polysciences Inc., Germany 
 Sodium dodecyl sulfate (SDS); Serva, Germany 
 ß-Glycerolphosphat, calbiochem, USA 
 Streptavidin-FITC; Vector, USA 
 Streptavidin-TRITC: Rhodamine (TRITC)-conjugate; Jackson Immu-
noResearch Laboratories, USA 
 Stromal derived factor (SDF-1); R&D systems, USA 
 Tetramethylethylendiamin (TEMED); Sigma-Adrich, Germany 
 Tri-Natriumcitrat-Dihydrat; Merck, Germany 
 Trishydroxymethylaminomethane (Tris); Sigma-Aldrich, USA 
 Triton X-100; Sigma-Aldrich, Germany 
 Türks-Lösung; Merck, Germany 
 Tween20 (Polyoxyethyenesorbitan); Sigma-Aldrich, USA 
 Tyramied, biotinyliert; PerkinElmer, USA 
 Vectaschield Maunting Medium for Fluorescence; Vector Laboratories, 
USA 















Goat IgG 1:300 abcam, UK ab10802 
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Anti-Collagen Type I 
(RABBIT) Antibody Bi-
otin Conjugated 







Anti-CXCR4 antibody Rabbit IgG 1:30 abcam, UK ab2074 
Anti-Fibronektin anti-
body 
Mouse IgG 1:50 abcam, UK ab6328 
Anti-Fibronektin anti-
body 
Rabbit IgG 1:100 abcam, UK ab23750 
Anti-Ki67 antibody Rabbit IgG 1:200 abcam, UK ab15580 
Anti-Nrf2 antibody Rabbit IgG 1:300 abcam, UK ab31163 
Anti-PBP antibody 
(RKIP) 
Rabbit IgG 1:500 abcam, UK ab76582 
Anti-RNA polymerase 
II Antibody 





APC Rat IgG2b, κ Iso-
type Control (CD 45 
Isotypenkontrolle) 










Biotin-SP (long spacer) 
ChromPure Rabbit 
IgG, whole molecule 
(Kollagen Isotypen-
kontrolle) 







































(Mouse BD Fc Block) 













anti-goat IgG TRITC Donkey Dianova, Germany 705-025-147 








anti-mouse IgM FITC Goat Dianova, Germany 115-095-020 
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anti-rabbit IgG FITC Donkey Dianova, Germany 711-095-152 
anti-rabbit IgG Biotin Donkey Dianova, Germany 711-065-152 
5.1.4. Assay und Kits, Sonden für die Polymerasekettenreaktion 
 1x Perm/Wash-Puffer (BD Cytofix/Cytoperm Fixation/Permeabilization Kit 
Cat. No. 554714); BD, USA 
 Apoptosis Detection Kit: DAB Dillution Buffer; Merck Millipore, USA 
 Apoptosis Detection Kit: DAB Substrate; Merck Millipore, USA 
 Apoptosis Detection Kit: Equilibration Buffer; Merck Millipore, USA 
 Apoptosis Detection Kit: Oligo A; Merck Millipore, USA 
 Apoptosis Detection Kit: Oligo B; Merck Millipore, USA 
 Apoptosis Detection Kit: Streptavidin Peroxidase; Merck Millipore, USA 
 Apoptosis Detection Kit: T4 DNA Ligase; Merck Millipore, USA 
 Fixierung/Permeabilizierung Lösung (BD Cytofix/Cytoperm Fixation/Per-
meabilization Kit Cat. No. 554714); BD, USA 
 Kit für PCR Katalog-Nummer: 4374996; Applied Biosystems, USA 
 Sonden: (alle Applied Biosystems, USA): 
o 18S-RNA (4352655) 
o HPRT (Mm01545399_m1) 
o Kollagen Iα2 (Mm01165187_m1) 
o RKIP (Mm02601848_g1) 
5.1.5. Medikamente 
 0,9% NaCl: isotone Natriumchloridlösung; Braun, Germany 
 Augen- und Nasensalbe Bepanthen; Bayer, Germany 
 Carprofen (Rimadyl); Pfizer, USA 
 Ketamin (Ketavet); Pfizer, USA 
 Xylazin (Rompun 2%); Bayer, Germany 
5.1.6. Lösungen 
Sollte bei den angesetzten Lösungen eine Einstellung des pH- Wertes nötig sein, 







720g Glycin  
151,5g Tris  
50g SDS  
mit Aqua dest auf 5l auffüllen 
 
10xPBS:  80g NaCl 
2g KCl  
14,4g Na2HPO4  
2,4g KH2PO4  
pH auf 7,4 einstellen 




80g NaCl  
2g KCl  
14,4g Na2HPO4 
2,4g KH2PO4  
10ml Tween20 
pH auf 7,4 einstellen 
mit Aqua dest auf 1l auffüllen   
 
1xElektrophoresepuffer: 100ml 10xElektrophoresepuffer 




100ml 10xPBS  




100ml 10xPBS  
900ml Aqua dest  
100µl Tween20  
 
1xPBS-Tween für Western 
Blot:  
100ml 10xPBS-Tween  
900ml Aqua dest  
 
20x SSC:  175,32 g NaCl  
100,5 g Tri-Natriumcitrat-Dihydrat 
mit Aqua dest auf 1l auffüllen 
 





200 ml 20xSSC  




200 ml 20xSSC 
800 ml Aqua dest  
100µl Tween20 
 
APS, 10%:  
 
1g APS  






5g Trockenmilchpulver gelöst in 
100ml 4xSSC bzw. 
100ml 1xPBS-Tween für Immunfärbun-
gen 
 
Citraconsäure-Anhydrid Puffer:  50ml Aqua dest  
50µl Citraconsäure Anhydrid  
pH auf 7,4 einstellen 
DAPI- Lösung 20µl DAPI 
15ml Aqua dest  
 
DTT, 0,2M: 30,84mg Dithiothreitol 
in 1ml Aqua dest gelöst 
 
DTT, 1M:  154,2mg Dithiothreitol  
in 1ml Aqua dest gelöst 
 
EDTA, 0,5M: 186,12g EDTA  





Developer Flasche 1  





0,5ml Algezid II 
 
Ethanol, 70%:  70ml Ethanol  
30ml Aqua dest  
 
Ethanol, 85%:  85ml Ethanol  
15ml Aqua dest  
 
FACS Puffer BSA: 500ml 1xPBS 
25ml gefiltertes fetales bovines Serum 
(gefiltert durch einen 70µm Zellfilter) 








Gelatinelösung, 1%: 1ml Gelatine  
100ml Aqua dest  
 
H2O2, 3%: 10ml 30% H2O2  





Hepes, 0,5M: 5,96g Hepes 
50ml Aqua dest 
pH auf 7,4 einstellen 
 
Hepes, 1M: 11,92g Hepes  
50ml Aqua dest  
 
Igepal, 10%: 1ml Igepal  
10ml Aqua dest  
 
KCl, 1M: 3,729g KCl  




2ml Glycerol  
2ml 10% SDS  
2,5ml StackingGelBuffer  
3ml Aqua dest  
1 Spatelspitze Bromphenolblau  
 
Milch, 1%:  1ml 5% Milch  
4ml 1xPBS-Tween für Western Blots 
  
Milch, 5%:   2,5g Trockenmilch  
50ml 1xPBS-Tween für Western Blots 
 
NaCl, 5M: 14,61g NaCl  
50ml Aqua dest  
 
Nährmedium für Fibroblasten: 500ml M199+Glutamax Medium 
50ml Bovines Serum  
5ml Penicillin/Streptomycin  
5ml Antimycin A  
5ml HEPES  
 
PBS- gepuffertes Formalin:  4g Paraformaldehyd  
100ml 4xSSC  
 
PMSF, 0,1M: 0,17419g PMSF  














Proteinlysepuffer: 200µl 0,5M Hepes 
100µl 100mM EGTA 
25µl 0,2M DTT 
250µl 0,2M Na3VO4 
50µl Triton X-100 
500µl Glycerol 
20µl 0,1M PMSF 
1µl 10mM Leupeptin 
5µl Aprotinin 
4µl E64 
10µl 1mM Microcystin 
500µl 0,5M β-Glycerolphophat 
mit 3335µl Aqua dest auf 5ml auffüllen 
 
Puffer A: Stammlösung: 
500µl 1M Hepes  
500µl 1M KCl  
10µl 0,5M EDTA  
1,9mg EGTA  
mit Aqua dest auf 50ml auffüllen 
 
frisch dazu (direkt vor Verwendung, pro 
10ml Stammlösung): 
10µl DTT  
50µl 0,1M PMSF  
¼ Complete Tablette  
 
Puffer C: Stammlösung: 
1ml 1M Hepes  
4ml 5M NaCl  
100µl 0,5M EDTA  
19mg EGTA  
mit Aqua dest auf 50ml auffüllen 
 
frisch dazu (direkt vor Verwendung, pro 
10ml Stammlösung): 
10µl DTT  
100µl 0,1M PMSF  




3,4ml Aqua dest  
0,83ml 30% Acrylamid  
0,63ml 1,0M Tris  
50µl 10% SDS  
50µl 10% APS  








7,9ml Aqua dest  
6,7ml 30% Acrylamid  
5,0ml 1,5M Tris  
0,2ml 10% SDS  
0,2ml 10% APS  




6,6ml Aqua dest  
8,0ml 30% Acrylamid  
5,0ml 1,5M Tris  
0,2ml 10% SDS  
0,2ml 10% APS  
8µl TEMED  
 
Sirius Rot:  6g Pikrinsäure  
1l Aqua dest  
0,5 g Sirius Rot  
Lösung für eine Woche bei Raumtempe-




6,06g Tris  
4ml 10% SDS  
pH auf 6,8 einstellen 
mit Aqua dest auf 100ml auffüllen 
 
Stripping Buffer:  
 
31,25ml 1M Tris-HCl  
10g SDS  
3,5ml β-Mercaptoethanol  
mit Aqua dest auf 500ml auffüllen 
 
Transferpuffer:  2,9g Tris  
14,5g Glycin  
200ml Methanol  
mit Aqua dest auf 1l auffüllen 
 
Tris, 1,5M:  
 
90,9g Tris  
500ml Aqua dest  





60,6g Tris  
500ml Aqua dest  
pH auf 6,8 einstellen 
 
5.1.7. Instrumente und Geräte 
 24- Well Platte; Becton Dickinson Labware, USA  
 6-0 Nylonfaden Prolene; Ethicon, Germany 
 Beatmungsgerät: MiniVent Type 845; Hugo Sachs Elektronik, Germany 
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 Blotkammer: Trans- Blot SD; Bio-Rad, USA 
 Boyden Kammer; Becton Dickinson Labware, USA 
 BP-2000; Visitech System, USA 
 Braunülen (18-24G); BD Microlance, USA 
 Centrifuge 5415 C; Eppendorf, Germany  
 Deckglas: Cover Glass; VWR, USA        
 Elektrophoresekammer: Trans- Blot Cell; Bio-Rad, USA 
 Entwicklungsmaschine: Curix 60; AGFA, Belgium 
 Eppendorfgefäße; greiner bio-one, Austria 
 Falcon; greiner bio-one, Austria 
 Film: Amersham Hyperfilm ECL; GE Healthcare, UK 
 Filterpapier: Extra thick blot paper, Filter paper; Bio-Rad, Germany 
 Fluorescence-activated cell sorting (FACS); BD, USA  
 Heizblock; HLC SAS DirectIndustry; France 
 Heizplatte: DHP 37; Labo Tech, Germany   
 hitzestabile Plastikküvette; Roth, Germany 
 Homogenisator; Braun, Germany 
 Hybridisierungsofen: Mini oven; MWG-Biotech, Germany 
 Inkubator; Heraeus, Germany 
 Kassetten; Roth, Germany 
 Kühlzentrifuge; J. Thieme Labortechnik, Germany 
 Megafuge 1.0R; Heraeus, Germany 
 Membranen: Nitrocellulose Membranes, 0,2µm; Bio-Rad, Germany 
 Mikroskop für Petrischalen; Olympus, Japan 
 Mikroskop: Eclipse E600; Nikon, Japan 
 Mikrotom; Leica, Germany 
 Millar- Katheter; Millar, USA 
 Neubauer-Zählkammer; Marienfeld, Germany 
 Objektträger; Menzel-Glaser, Germany 
 OP- Mikroskop: SMZ645; Nikon, Japan 
 Petrischale VWR; USA 
 pH Meter; WTW, Germany 




 Pipetten: Research plus; Eppendorf, Germany 
 Plattformschüttler: Polymax 1040; Heidolph, Germany 
 Powerpack: PowerPac Basic; Bio-Rad, USA 
 Proteinbestimmung: UV/Vis Spectrophotometer DU 730; Beckman Coul-
ter Life Science, Germany 
 Real-Time PCR: StepOnePlus, Applied Biosystems, USA 
 RNA- Bestimmung: Nanodrop 2000 Thermo scientific; peqlab, Germany 
 Rotationsmischgerät: Vortex-Genie 2, Scientific Industries, USA 
 Rotator; VWR, USA 
 Scanner: CanoScan Lide 90; Canon, Japan 
 Seidenfäden 6/0; Suprama, Germany 
 Skalpell: Surgical Disposable Scalpels; Braun, Germany                                               
 Thermocycler; peqlab, Germany 
 Trockenschrank: Thermo scientific; Heraeus, Germany  
 Wasserbad; GFL, Germany 
 Zelkulturbank; Heraeus, Germany 
 Zentrifuge für Taq-Man Platten: 2019R, NAPCO, Netherlands 
 Zentrifuge; Eppendorf, Germany 
5.1.8. Computer Software 
 ImageStudioLiteVer4.0; LI-COR Bioscience, USA 
 Lucia G for Nikon; Laboratory Imaging, Czech Republic 
 Mikrokopsoftware: NIS Elements; Nikon, Japan 






Die verschiedenen Aspekte des Raf-Kinase-Inhibitor-Proteins (RKIP) bei kardia-
lem Remodeling und kardialer Fibrogenese wurden zum einen an einer mit CCl4 
behandelten Versuchstiergruppe und zum anderen an einer Versuchstiergruppe 
nach erfolgter TAC erforscht. Dabei kamen jeweils Wildtype- Tiere (WT) sowie 
RKIP- Knockout- Tiere (RKIP-/-) zum Einsatz. Die Aortenligatur- Gruppe wurde 
mit einer SHAM- Operations- Gruppe verglichen, während die CCl4 behandelten 
Tiere mit Unbehandelten verglichen wurden. Daher ergeben sich folgende Grup-
pen:  
Gruppen CCl4 Kontrolle 
Wildtypmäuse n= 14 (7♀, 7♂) n= 6 (3♀, 3♂) 
RKIP-/--Mäuse n= 16 (8♀, 8♂) n= 8 (4♀, 4♂) 
   
Gruppen TAC SHAM 
Wildtypmäuse n= 9 (1♀, 8♂) n= 9 (3♀, 6♂) 
RKIP-/--Mäuse n= 10 (6♀, 4♂) n= 10 (6♀, 4♂) 
5.2.2. Induktion von Ersatzfibrose mittels Aortenligatur  
Die Narkose setzte sich aus zwei Teilen Ketavet und einem Teil Rompum zu-
sammen, diese Mischung wurde 1:10 mit 0,9% NaCl verdünnt und dann injiziert 
(zu 0,3ml pro 20g KG (Körpergewicht)). 
Nach der Narkose wurden ca. 10min abgewartet (Prüfung der Zwischenzehen-
reflexe), bis die Maus links parasternal rasiert wurde. Anschließend wurde Au-
gen- und Nasensalbe auf die Augen aufgetragen. Zur orotrachealen Intubation 
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kamen neben einer Pinzette, das Metallstück einer blauen 22G Braunüle als Tu-
busführung sowie der Plastikanteil einer blauen 22G Braunüle und eine rosa 18G 
Braunüle als Tubus zum Einsatz. Der Tubus wurde mit dem Beatmungsgerät 




 eingestellt wurde. 
Sobald der Hautschnitt (links parasternal bis zur linken Achsel) erfolgt war, wur-
den die Mm. pectorales in der Mitte stumpf geöffnet bis die Intercostalräume 
sichtbar wurden. Die Pinzette wurde geschlossen zwischen der ersten und der 
zweiten Rippe durch die Muskulatur gesteckt und anschließend geöffnet. Um die 
Eröffnung des ersten Intercostalraumes zu erhalten wurde diese durch zwei Sei-
denfäden gespannt. 
Anschließend wurde der Fettkörper des Thymus soweit abgetragen, dass eine 
gute Sicht auf die Aorta entstand. Diese wurde unter Zuhilfenahme eines L-Stü-
ckes –   gebaut aus einer lila 24G Braunüle –  mittels eines 6-0 Nylonfadens auf 
einen Diameter von 360µm (Konstriktion von 65-70%) verengt, zur Festlegung 
des korrekten Durchmessers diente dabei ein L-Stück aus einer grauen 27G 
Braunüle. 
Nach Verschluss der Thorax und erfolgter Hautnaht wurde die Maus (sobald die 
Reflexe vorhanden waren) extubiert und mit 0,1ml Rimadyl analgetisiert. 
Zu erwähnen wäre noch die SHAM (oder auch Placebo) Operation. Diese erfolgte 
nach demselben Schema wie die TAC- Operation, lediglich die Konstriktion der 
Aorta durch einen 6-0 Nylonfaden blieb aus. Letzterer wurde hier nur in einer 
Schlaufe um die Aorta geschlungen, jedoch nicht zugezogen und verursachte 
daher keine Konstriktion. 
5.2.3. Induktion von interstitieller Fibrose mittels Tetrachlorkoh-
lenstoff- Behandlung 
Die Behandlung der entsprechenden Mäuse erfolgte durch die intraperitoneale 
Gabe von 0,7mg CCl4 pro kg Körpergewicht zwei Mal pro Woche. Der Behand-
lungszeitraum erstreckte sich dabei über 6 Wochen. 
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5.2.4. Messung der linksventrikulären Druckwerte und des peri-
pheren Blutdruckes 
Die peripheren Blutdruckwerte sowie der Puls wurden mit dem BP-2000 Visitech 
System gemessen. Zur Messung der linksventrikulären Druckwerte kam ein 1,4 
French Millar-Tip-Katheter zum Einsatz. 
5.2.5. Histologie 
5.2.5.1. Fixierung 
Aus den Versuchstieren gewonnene Gewebeproben wurden im PBS gepufferten 
vierprozentigem Formalin fixiert um zu erreichen, dass das Gewebe in möglichst 
naturgetreuem Zustand erhalten bleibt (Verhinderung von Autolyse), eine bes-
sere Schneidbarkeit durch Härtung zu erzielen sowie potentielle Bakterien und 
andere Krankheitserreger abzutöten. Das Prinzip ist dabei die sogenannte Im-
mersionsfixierung, das heißt, dass die gewonnenen Proben in Fixierungslösung 
eingelegt wurden. Zu erwähnen ist aber noch, dass durch Reaktionen zwischen 
Fixierungsmittel und Proteinen letztendlich nur noch ein Äquivalenzbild gewon-
nen werden kann. Ein absolut naturgetreues Abbild der Zellen ist nicht möglich. 
5.2.5.2. Entparaffinieren 
Zum Erhalt der Morphologie des entnommenen und in PBS gepufferten Formalin 
fixierten Gewebes wurde dieses in Paraffinblöcke eingebettet. Nachdem diese 
ausgehärtet waren, wurden mit einem Mikrotom 3µm dicke Schnitte hergestellt, 
auf einen Objektträger aufgezogen und durch zweitägige Wärmebehandlung im 
Trockenschrank bei 55°C fixiert. 
Bevor nun eine Färbung der Gewebeschnitte erfolgen konnte war es nötig diese 
zu entparaffinieren, die Vollständigkeit der Entparaffinierung hat dabei hohe 
Wichtigkeit um eine unspezifische Bindung der Färbereagenzien zu verhindern. 
Hierzu wurden die Schnitte zunächst bei 70°C 30min auf einer Heizplatte inku-
biert und anschließend drei Mal 10min in RotiHistol Bäder getaucht. Darauf folgte 
die Rehydrierung mittels einer absteigenden Alkoholreihe – zwei Mal 100% Etha-
nol, 1mal 85% Ethanol und 1mal 70% Ethanol für jeweils 5min – und dem Ein-
tauchen in Aqua dest für zwei Mal 5min.  
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5.2.5.3. Hämatoxylin Eosin- Färbung 
Die HE (Hämatoxylin Eosin) - Färbung stellt in der Histologie die Standardfärbung 
dar: Hämatoxylin färbt Zellkerne und Zytoplasma Anteile, die reich an rauem en-
dothelialem Retikulum sind, blauviolett an, während Eosin für die rosa Färbung 
von anderen Zytoplasma Anteilen sowie faserigen extrazellulären Komponenten 
verantwortlich ist.  
Bevor eine Färbung der Gewebeschnitte möglich ist musste eine Entparaffinie-
rung (vgl. 5.2.5.1.) vorgenommen werden um die Hydrophilie für Hämatoxylin und 
Eosin herzustellen. 
Anschließend kam es zur 20-minütigen Behandlung des Gewebes mit Hämatoxy-
lin, überschüssige Farbe wurde daraufhin mit Aqua dest für 3min abgewaschen. 
Zur Färbung mit Eosin genügten 5min bei RT. Nach erneutem Waschen mit Aqua 
dest für 5min folgte die Dehydrierung durch eine aufsteigende Alkoholreihe – 
2min 70% Ethanol und 2min 100% Ethanol – und RotiHistol für zwei Mal 3min. 
Schließlich wurden die Präparate mit Enthellan und einem Deckgläschen einge-
deckt. 
5.2.5.4. Picro- Sirius- Red- Färbung 
Die Picro- Sirius- Red- Färbung (auch Sirius- Red- Färbung) dient der quantitati-
ven Analyse der Fibrose im Myokard. Durch eine Färbung erscheinen kollagen-
haltige Anteile rot, während das restliche Gewebe gelb angefärbt wird. 
Auch hierbei gilt es zu beachten, dass vor der eigentlichen Färbung der Schnitte 
eine Entparaffinierung (vgl. 5.2.5.2.) vorgenommen werden musste, um das Ge-
webe zu rehydrieren. War diese erfolgt, wurden die Schnitte ca. 2h in Sirius- Red- 
Färbelösung eingelegt, anschließend kurz (ca. 2min) mit Aqua dest abgespült 
und dann in RotiHistol getaucht, um dann mit Enthellan und Deckgläschen ein-




5.2.6.1. Grundprinzip der Immunfärbungen 
Immunfärbungen bzw. deren Auswertung erlaubt es im angefärbten Gewebe 
spezielle Zelltypen, durch die für sie spezifischen Marker-Antigene, zu erkennen 
und zu quantifizieren. Hierzu kommen verschiedene Primärantikörper zum Ein-
satz, welche gegen die bereits erwähnten Marker-Antigene gerichtete sind. Die 
gebundenen Primärantikörper können wiederum durch spezielle Sekundäranti-
körper detektiert werden, welche gegen das jeweilige Tier gerichtet sind, aus dem 
der Primärantikörper gewonnen wird. Die Sekundärantikörper wiederum werden 
abhängig von der jeweiligen Immunfärbung mit verschiedenen Markern gekop-
pelt. 
5.2.6.2. Antigendemaskierung 
Die Gewebeschnitte wurden wie unter 5.2.5.2. beschrieben zunächst entparaffi-
niert, ehe eine Hitzebehandlung zur Auflockerung des Gewebes stattfinden 
konnte. Diese Hitzebehandlung diente dem Freilegen der Epitope der Antigene 
(sogenannte Antigendemaskierung). Dafür wurden die Schnitte bei 98°C im Was-
serbad in einer hitzestabilen Plastikküvette, welche mit 0,05% Citraconsäure-An-
hydrid Puffer (pH 7,4) [129] gefüllt war, für eine Stunde gekocht. Anschließend 
verblieben die Objektträger zum Abkühlen für 30min bei Raumtemperatur. 
5.2.6.3. Inkubationen mit Antikörpern und Färbereagenzien 
Bei allen Immunfärbungen (wenn nicht anders erwähnt) fand die Inkubation mit 
dem verdünnten Primärantikörper (ca. 100µl pro Objektträger) für mindestens 
12h bei 4°C in der feuchten Kammer (geschlossenes Behältnis mit durch Aqua 
dest befeuchtete Tücher) und anschließend für 2h bei 37°C (im Wasserbad) in 
der feuchten Kammer statt. 
Alle Inkubationen mit Sekundärantikörper und Färbereagenzien fanden ebenfalls 
(wenn nicht anders erwähnt) für 2h bei 37°C in der feuchten Kammer statt. 
Zwischen den einzelnen Inkubationsschritten und nach der letzten Inkubation 
wurden die Objektträger in 1xPBS-Tween für Immunfärbungen oder 4xSSC-
Tween jeweils drei Mal für 5min gewaschen. 4xSSC-Tween war dabei besser 
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geeignet die Hintergrundfärbung aufgrund nichtspezifischer Antikörperbindungen 
in problematischen Fällen der Immunfärbung zu verhindern und konnte somit 
auch bei schwacher Antigenreaktivität bzw. bei nichtspezifischer Antikörperbin-
dung ein gutes Fluoreszenzsignal erzielen. 
Das zusätzliche Anfärben der Zellkerne erfolgte durch die Benetzung der Gewe-
beschnitte mit DAPI- Lösung (1:50 in Aqua dest verdünnt) und die Inkubation für 
10min in der feuchten Kammer.  
Dem letzten Waschschritt folgte das Eindecken mit Maunting Medium und einem 
Deckgläschen. Die gefärbten Gewebeschnitte konnten dann bei 4°C gelagert 
werden. 
5.2.6.4. Indirekte Zwei-Schritt-Methode 
Die indirekte Zwei-Schritt-Methode kam für die Immunfärbungen 8-Hydroxygua-
nosin, Fibronektin und alpha- sarkomerisches Aktin zum Einsatz.  
Nach dem die Gewebeschnitte entparaffiniert wurden, wurden sie zwei Mal 5min 
in 1xPBS-Tween für Immunfärbungen inkubiert. Nach der Antigendemaskierung 
inkubierten die Schnitte für 10min in 4xSSC-Tween. Für die Immunfärbung für 
alpha- sarkomerisches Aktin wurde diese Inkubation mit 4% BSA gelöst in 4xSSC 
vorgenommen.  
Der Primärantikörper wurde in 4xSSC-Tween (bzw. 4% BSA gelöst in 4xSSC für 
die alpha- sarkomerisches Aktin Immunfärbung) verdünnt. Die anschließende In-
kubation der feuchten Kammer im Wasserbad wurde im Falle der 8- Hydroxydes-
oxyguanosin Immunfärbung auf 6h verlängert. Zum Waschen zwischen den In-
kubationsschritten wurde 4xSSC-Tween verwendet. 
Als Sekundärantikörper kamen mit Anti Goat IgG-TRITC für 8- Hydroxydes-
oxyguanosin (Inkubation für 40min), Anti Rabbit IgG- FITCH für Fibronektin sowie 
Anti Mouse IgM- FITCH für alpha- sarkomerisches Aktin jeweils Flourchrom kon-





Die Streptavidin-Biotin-Methode kam für die Immunfärbungen Ki-67 und CXCR4 
zum Einsatz.  
Nach dem die Gewebeschnitte entparaffiniert wurden, wurden sie zwei Mal 5min 
in 1xPBS-Tween für Immunfärbungen inkubiert. Nach der Antigendemaskierung 
inkubierten die Schnitte für 10min in 1xPBS-Tween für Immunfärbungen. 
Verdünnungen der einzelnen Antikörper bzw. Färbereagenzien sowie das Wa-
schen zwischen den Inkubationsschritten erfolgten im Falle der Ki67 Immunfär-
bung mit 1xPBS-Tween für Immunfärbungen und bei der CXCR4 Immunfärbung 
mit 4xSSC-Tween. 
Die Inkubationszeit mit dem Primärantikörper in der feuchten Kammer im Was-
serbad wurde im Falle der CXCR4 Immunfärbung auf 7h verlängert.  
Als Sekundärantikörper kam mit Anti Rabbit IgG-Biotin-AK ein mit Biotin konjun-
gierter Sekundärantikörper zum Einsatz. Dieser wurde 1:30 (für die Ki-67 Immun-
färbung) bzw. 1:50 (für die CXCR4 Immunfärbung) verdünnt. Die Inkubationszeit 
in der feuchten Kammer wurde im Falle der Ki67 Immunfärbung auf 90min ver-
längert. 
Anschließend folgte noch die Inkubation mit TRITC konjugiertem Streptavidin 
(1:50 verdünnt für die Ki-67 Immunfärbung bzw. 1:30 verdünnt für die CXCR4 
Immunfärbung) für 15min bei 37°C in der feuchten Kammer. 
5.2.6.6. Tyramid Amplifikationsmethode 
Die Tyramid Amplifikationsmethode kam für die Immunfärbungen CD31 und Po-
docalyxin zum Einsatz.  
Nach dem die Gewebeschnitte entparaffiniert wurden, wurden sie zwei Mal 5min 
in 1xPBS-Tween für Immunfärbungen inkubiert. Nach der Antigendemaskierung 
inkubierten die Schnitte für 10min in 1xPBS-Tween für Immunfärbungen. 
Die Primärantikörper wurden in 1xPBS-Tween für Immunfärbungen verdünnt. 
43 
 
Zur Verdünnung der Sekundärantikörper und Färbereagenzien sowie für das Wa-
schen und Ansetzen der Blocklösung kam im Falle der CD31 Immunfärbung 
4xSSC-Tween und im Falle der Podocalyxin Immunfärbung 1xPBS-Tween für 
Immunfärbungen zum Einsatz. 
Die Inkubationszeit mit dem Primärantikörper in der feuchten Kammer im Was-
serbad wurde im Falle der CD31 Immunfärbung auf 4h und im Falle der Podoca-
lyxin Immunfärbung auf 2h verlängert.  
Nach der Inkubation mit dem Primärantikörper wurden die Gewebeschnitte für 
jeweils 30min mit der Blocklösung für Immunfärbungen benetzt. 
Als Sekundärantikörper kamen jeweils Peroxidase-gekoppelte Antikörper zum 
Einsatz. Dieser wurde 1:300 verdünnt. Die Inkubationszeit in der feuchten Kam-
mer betrug 30min. 
Anschließend folgte die Inkubation mit biotinyliertem Tyramid (1:50 verdünnt in 
Amplific Diluent) für 10min bei 37°C in der feuchten Kammer. 
Der letzte Schritt der Tyramid Amplifikationsmethode war dann die Inkubation mit 
1:50 verdünntem Streptavidin-TRITC für 15min bei 37°C in der feuchten Kam-
mer. 
5.2.6.7. Kontrolle der Immunfärbung 
Um falsch-positive und falsch-negative Ergebnisse auszuschließen, wurde bei 
den Immunfärbungen jeweils eine Kontrolle durchgeführt. Die dafür verwendeten 
Gewebeproben wurden jeweils auf die gleiche Art fixiert, eingebettet und behan-
delt wie es bei den Proben der Versuchstiere der Fall war.  
Als Kontrolle bei der Ki67- Immunfärbungen wurden Schnitte aus einem An-
giosarkom mitgefärbt, während bei der CD31- und Podocalyxinfärbung endothe-
liale Zellen großer Koronargefäße als Kontrolle zum Einsatz kamen. Bei der Im-
munfärbung für alpha-sarkomerisches Aktin wurden Kardiomyozyten zur Verifi-
kation verwendet. Bei den Immunfärbungen für Fibronektin, CXCR4 und 8-Hyd-
roxyguanosin gab es keine Positivkontrolle, sondern jeweils ein Gewebestück, 
welches als Negativkontrolle nur mit dem Sekundärantikörper inkubiert wurde.  
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5.2.7. Detektion von Apoptose 
Nachdem die Gewebeschnitte entparaffiniert wurden (vgl. 5.2.6.2.), wurden sie 
zwei Mal 5min in 1xPBS inkubiert. Hierauf folgte die Behandlung mit 3% H2O2 für 
10min in einer feuchten Kammer. Anschließend wurden die Gewebeschnitte zwei 
Mal 2min mit Aqua dest gewaschen, um dann für 10min in der feuchten Kammer 
mit Equilibration Buffer inkubiert zu werden. Hierauf folgte die Behandlung mit T4 
DNA Ligase, welche 1:10 mit Oligo A bzw. Oligo B gemischt wurde, bei 20°C für 
10h in der feuchten Kammer. 
Danach wurden die Schnitte zuerst 10min mit 1xPBS und dann drei Mal 10min 
mit Aqua dest gewaschen. Anschließend erfolgte die Inkubation mit Streptavidin 
Peroxidase für 30min in der feuchten Kammer. Hierauf wurden die Schnitte er-
neut drei Mal 5min in 1xPBS gewaschen und dann für 5min mit DAB Substrate, 
1:50 mit DAB Dillution Buffer verdünnt, in der feuchten Kammer inkubiert. Dem 
darauffolgenden Waschen für zwei Mal 2min mit Aqua dest folgte das Eindecken 
mit Mounting Medium und Deckgläschen. 
5.2.8. Präparat Untersuchung und Gewebemorphologie 
Die histologischen Auswertungen am Mikroskop fanden jeweils an Präparaten 
des linken Ventrikels statt.  
Die HE- Färbung diente der Ausmessung der Kardiomyozytenoberflächen um 
eine Hypertrophie zu quantifizieren, dabei wurden am Mikroskop mittels 40x-Ob-
jektiv und der Software NIS Elements Bilder aufgenommen und anschließend 
unter Zuhilfenahme der Lucia G Software pro Versuchstier mindestens 100 Kar-
diomyozytenoberflächen ausgemessen. Daneben dienten die HE- Schnitte auch 
der Beurteilung der Gesamtpräparatoberfläche (hierzu erfolgten Aufnahmen mit 
dem 2x-Objektiv), welche eine wichtige Bezugsgröße für einige Immunfärbungen 
darstellte. Außerdem wurden mittels 100xObjektiv und Raster-Okular auch in 
fünfzehn Gesichtsfeldern pro Präparat Kardiomyozyten und Zellkerne gezählt. 
Zur Auswertung der Picro-Sirius-Red-Färbung wurden am Mikroskop mittels des 
10x-Objetivs und der NIS Elements Software Bilder aufgenommen (10-12 pro 
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Präparat). Diese wurden anschließend mit Hilfe eines Makros der Lucia G- Soft-
ware ausgewertet: Das Makro erkannte dabei die verschiedenen Farbspektren 
und konnte daher die jeweilige Gesamtfläche, die freie Fläche, die Fibrose- Flä-
che und die Fläche aller Kardiomyozyten bestimmen. 
Zur Auswertung der Immunfärbung für Podocalyxin kam das Raster-Okular zum 
Einsatz: Pro Gewebeschnitt wurden in jeweils in fünfzehn Rastern die Kapillare 
gezählt, diese wurden aufsummiert und dann mittels der Formel: 
  
𝑆𝑢𝑚𝑚𝑒 𝑖𝑛 15 𝐺𝑒𝑠𝑖𝑐ℎ𝑡𝑠𝑓𝑒𝑙𝑑𝑒𝑟𝑛
0,00153664∙15
    in die Anzahl der Kapillare pro mm² umgerechnet.  
Auch zur Auswertung der Immunfärbung für CD31 kam das Raster-Okular zum 
Einsatz: Pro Gewebeschnitt wurden in jeweils in fünfzehn Rastern die CD31 po-
sitiven Zellen sowie die Kardiomyozyten gezählt, diese wurden aufsummiert und 
dann mittels der Formel: 
  
𝑆𝑢𝑚𝑚𝑒 𝑖𝑛 15 𝐺𝑒𝑠𝑖𝑐ℎ𝑡𝑠𝑓𝑒𝑙𝑑𝑒𝑟𝑛
0,00153664∙15
    in die Anzahl der CD31 positiven Zellen bzw. der Kar-
diomyozyten pro mm² umgerechnet. 
Des Weiteren kam das Raster-Okular auch zur Auswertung der Co-Immunfär-
bung für 8-OHdG und Fibronektin zum Einsatz: Pro Gewebeschnitt wurden in 
jeweils in fünfzehn Rastern die 8-OHdG positiven Kardiomyozyten, 8-OHdG-po-
sitiven Nichtkardiomyozyten und 8-OHdG positiven Fibroblasten gezählt, diese 
wurden aufsummiert und dann mittels der Formel: 
  
𝑆𝑢𝑚𝑚𝑒 𝑖𝑛 15 𝐺𝑒𝑠𝑖𝑐ℎ𝑡𝑠𝑓𝑒𝑙𝑑𝑒𝑟𝑛
0,00153664∙15
    in die Anzahl der 8-OHdG positiven Kardiomyozyten, 
8-OHdG-positiven Nichtkardiomyozyten bzw. 8-OHdG positiven Fibroblasten pro 
mm² umgerechnet. 
Für die Co-Immunfärbung mit Ki-67 und Fibronektin wurden jeweils die komplet-
ten Gewebeschnitte nach Ki-67 positiven Kardiomyozyten, Ki67-positiven Nicht-
kardiomyozyten und Ki-67 positiven Fibroblasten abgesucht. Durch Auswertun-
gen der jeweiligen Schnittgröße in mm² der Präparate (über Aufnahmen mittels 
Kamera und anschließender Ausmessung mit der Lucia G- Software) konnten 
dann die Anzahl der Ki-67 positiven Kardiomyozyten pro mm², die Anzahl der 
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Ki67-positiven Nichtkardiomyozyten pro mm² und die Anzahl der Ki-67 positiven 
Fibroblasten pro mm² berechnet werden. 
Auch für die Co-Immunfärbung mit CXCR4 und Fibronektin wurden jeweils die 
kompletten Gewebeschnitte nach CXCR4 positiven Fibroblasten und Fibroblas-
ten insgesamt abgesucht. Durch Auswertungen der jeweiligen Schnittgröße in 
mm² der Präparate (über Aufnahmen mittels Kamera und anschließender Aus-
messung mit der Lucia G- Software) konnten dann die Anzahl der CXCR4 posi-
tiven Fibroblasten pro mm² und die Anzahl der Fibroblasten pro mm² berechnet 
werden. 
Die Auswertung der Apoptose Detektion erfolgte am Mikroskop mittels 40xOb-
jektiv. Es wurden in einem Gewebeschnitt alle Apoptose-positiven Kardiomyozy-
ten und alle Apoptose-positiven Nichtkardiomyozyten gezählt.  
5.2.9. Zellkulturexperimente 
5.2.9.1. Fibroblasten Isolation 
Die Fibroblasten wurden aus den Herzen der adulten RKIP WT- bzw. RKIP-/-- 
Mäusen mittels des Protokolls der AG Maack isoliert [130]. Hierzu wurden die 
Mäuse mit Isofluoran narkotisiert. Anschließend wurde das Herz entnommen und 
über die Aorta kanüliert. Es folgte die Zugabe eines Puffers, welcher das Herz 
lysierte. Nachdem sich am Boden des Lysates ein Sediment ergeben hatte wurde 
der Überstand entnommen und bei 800rpm (rounds per minute) zentrifugiert, in 
den dabei entstandenen Pellets befanden sich dann die gewünschten Zellen. 
Zur Inkubation der Fibroblasten wurde zunächst eine Petrischale mit 1ml einer 
1%- Gelatinelösung beschichtet, der Überrest wurde nach zweistündiger Inkuba-
tion bei 37°C abgesaugt.  
Alle folgenden Schritte fanden in der Zellkulturbank statt, die verwendeten Lö-
sungen wurden dabei im Wasserbad auf 37°C erwärmt: Die Suspension der Fib-
roblasten wurde 10min im Falcon belassen, sodass sich ein Sediment ergab. Der 
Überstand wurde in einen neuen Falcon überführt und anschließend in der Me-
gafuge bei 1100rpm für 10min zentrifugiert. Dann wurde der Überstand abge-
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saugt und verworfen und das Pellet in 2ml Nährmedium für Fibroblasten resus-
pendiert. Nach zweistündiger Inkubation bei 37°C wurde das Nährmedium für 
Fibroblasten abgesaugt und durch neues ersetzt. 
5.2.9.2. Kultivierung und Kulturbedingungen 
Die Fibroblasten wurden in einer 5%igen CO2 Atmosphäre bei 37° C in Petrischa-
len in Kultur gebracht. Das Nährmedium für Fibroblasten (500ml M199+Glutamax 
Medium, 50ml Bovines Serum, 5ml PenicillinStreptomycin und 5ml HEPES) 
wurde unter sterilen Bedingungen alle 2 Tage gewechselt. 
5.2.9.3. Fibroblastenmigrationsassay 
Am dritten Tag nach der Isolation der Fibroblasten wurde mit dem Fibroblasten-
migrationsassay begonnen. Nach der Isolation wurde am folgenden Tag noch-
mals das Nährmedium für Fibroblasten abgesaugt und durch neues ersetzt. 
Alle folgenden Schritte fanden in der Zellkulturbank statt, die verwendeten Lö-
sungen wurden dabei im Wasserbad auf 37°C erwärmt: Das Nährmedium für 
Fibroblasten wurde abgesaugt und durch 2ml autoklaviertes 1xPBS ersetzt. Die 
Petrischalen wurden für ca. 1min leicht geschwenkt, um die Zellen zu waschen. 
Anschließend wurde in jede Petrischale 1ml Trypsin gegeben und die Zellen wur-
den für 10min in den Inkubator gestellt. Nachdem sich die Zellen von der Gelatine 
gelöst hatten wurde je 1ml Nährmedium für Fibroblasten hinzu pipettiert und die 
Suspension in Eppendorfgefäße gefüllt, um sie dann bei 2000rpm für 10min zu 
zentrifugieren. Hierauf wurde der Überstand verworfen und das Pellet in 300µl 
Nährmedium für Fibroblasten resuspendiert. 
Aus jedem Eppendorfgefäß wurden anschließend 20µl Fibroblasten Suspension 
entnommen und mit 20µl Türks-Lösung gefärbt um dann in der Neubauer-Zähl-
kammer unter dem Mikroskop für Petrischalen die Anzahl an Fibroblasten zu er-
mitteln. 
Anschließend wurde in eine 24-Well Platte pro Well 750µl Nährmedium für Fib-
roblasten sowie 7,5µl SDF-1 (stromal cell-derived factor 1) pipettiert. In die jede 
Well wurde dann eine modifizierte Boyden-Kammer gesteckt, die jeweils mit ins-
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gesamt 500µl Fibroblasten und Nährmedium für Fibroblasten beladen wurde, so-
dass sich – daher die vorherige Zählung – in jeder Boyden- Kammer die gleiche 
Anzahl an Fibroblasten befand. Eine Inkubation erfolgte über 24h bei 37°C im 
Inkubator. 
Um die Fibroblasten zu identifizieren wurde eine Immunfluoreszenzmarkierung 
mit einem Antikörper gegen intrazelluläres Fibronektin durchgeführt. Hierzu wur-
den die Membranen zunächst zwei Mal für jeweils 5min mit 1xPBS gewaschen 
und dann mit dem Primärantikörper inkubiert. Der Primärantikörper gegen Fib-
ronektin wurde 1:200 in 1xPBS-Tween für Immunfärbungen verdünnt, jede 
Membran wurde in 200µl Nährmedium für Fibroblasten und 200µl des verdünn-
ten Primärantikörpers für 3h bei 37°C inkubiert. 
Nach der Inkubation wurden die Membranen wiederum zwei Mal für jeweils 5min 
mit 1xPBS gewaschen und anschließend mit 300µl des 1:100 mit 1xPBS-Tween 
für Immunfärbungen verdünnten Sekundärantikörpers (Anti-Rabbit-IgG-TRITC) 
für 1h bei 37°C inkubiert. 
Nach abermaligem Waschgang (1xPBS zwei Mal 5min) konnten die Membranen 
ausgeschnitten und mit Mounting Medium eingedeckt werden. 
Die Auswertung erfolgte am Mikroskop mittels 40xObjektiv bei Fluoreszenzlicht. 
Es wurden alle migrierten Fibroblasten einer Membran gezählt. 
5.2.9.4. Behandlung der Fibroblasten mit Angiotensin  
Die Behandlung der isolierten Fibroblasten mit Angiotensin II erfolgte in der Pet-
rischale unter Zugabe von 1mM Angiotensin II für insgesamt acht Stunden. 
5.2.10. Analyse der Genexpression mittels quantitativer Real- 
Time- Polymerasekettenreaktion 
5.2.10.1. RNA- Isolation 
Bei allen Versuchen, die RNA als Ausgangssubstanz beinhalten, ist es wichtig 




Um die RNA zu isolieren, wurde von den Gewebestücken zunächst ein kleiner 
Teil mittels eines Skalpells abgeschnitten. Zu den geschnittenen Gewebestücken 
gab man 1ml RNA Pure. Die Gewebestücke in der Lösung wurden mittels des 
Homogenisators lysiert. Anschließend gab man 300µl Chloroform zu den lysier-
ten Gewebestücken, mischte die Proben mittels des Rotationsmischgerätes und 
inkubierte sie für 10min, um sie anschließend 30min bei 4°C und 14000rpm in 
der Kühlzentrifuge zu zentrifugieren. Nach der Zentrifugation befand sich die 
RNA im Überstand, dieser wurde daher abpipettiert und über Nacht bei -20°C 
inkubiert, damit die RNA ausfällen konnte. 
Es folgte eine Zentrifugation für 60min bei 4°C und 14000rpm bis sich am Boden 
ein kleines Pellet absetzte, in diesem befand sich dann die RNA. Daher wurde 
der Überstand komplett abpipettiert und dann verworfen, während das Pellet in 
800µl 70% Ethanol zunächst gut gemischt und dann erneut für 15min bei 4°C 
und 14000rpm zentrifugiert wurde. Anschließend wurde wiederum der Überstand 
verworfen, das Pellet wurde getrocknet (mind. 30min) und dann durch 100mali-
ges auf- und abziehen mit der Pipette in 15µl Injektionswasser resuspendiert. 
Nach 5min Inkubation bei 65°C im Heizblock, konnte die isolierte RNA bei -80°C 
gelagert werden. 
Um für weitere Versuche mit der isolierten RNA deren Konzentration zu ermitteln, 
stand das Nanodrop-Gerät zu Verfügung, welches aus einer Probe von 1µl der 
RNA, deren Konzentration errechnete. 
5.2.10.2. Reverse Transkriptase Polymerasekettenreaktion 
Für die quantitative Analyse der RNA mittels Real- Time- PCR (Polymerase 
Chain Reaction) ist es nötig diese zunächst mittels der Technik der RT PCR zu 
cDNA umzuschreiben. Dieser Vorrang soll im Folgenden beschrieben werden. 
Um zu gewährleisten, dass später alle Proben dieselbe Konzentration an cDNA 
enthalten, wurde nach der Messung der RNA-Konzentration (vgl. 5.2.9.1.) eine 
Tabelle aufgestellt, sodass sich ein Mischungsverhältnis aus Injektionswasser 
und isolierter RNA ergibt, welches zur Folge hatte, dass pro Probe dieselbe 
Menge an RNA pipettiert wurde. Zu 10µl dieser RNA-Verdünnung wurden jeweils 
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2µl RT-Puffer, 0,8µl dNTP-Mix, 2µl Random Primer, 3,2µl Injektionswasser, 1µl 
RT und 1µl RNAse- Inhibitor pipettiert. 
Das Umschreiben von RNA zu cDNA erfolgte dann im RT-PCR- Gerät (Ther-
mocycler), anschließend wurde die cDNA mittels 20µl Injektionswasser 1:2 ver-
dünnt und bei -20°C gelagert. 
5.2.10.3. Quantitative Real- Time- Polymerasekettenreaktion 
Der RNA- (bzw. cDNA-) Nachweis mittels Real- Time- PCR ermöglicht die quan-
titative Analyse spezieller RNA- Stücke in der isolierten RNA. 
Hierzu kamen neben der cDNA noch die thermostabile Taq-Polymerase und spe-
zielle Nachweissonden (vgl. 5.1.4.) zum Einsatz. Dabei wurde auf eine 96-Wells-
Platte pro Probe jeweils 3 Werte für die nachzuweisende RNA und 3 Werte für 
eine konstant exprimierte RNA bestimmt, daher fanden (neben den jeweiligen 
Leerwerten) je 15 Proben Platz. Pipettiert wurde dabei jeweils: 1µl cDNA, 1µl 
Nachweissonde, 8µl Injektionswasser und 10µl Taq-Polymerase. Der anschlie-
ßende Nachweis fand im Real- Time- PCR- Gerät statt.  
5.2.11. Analyse der Proteinexpression mittels Western Blot 
5.2.11.1. Proteinisolation und Proteinkonzentrations- Messung 
Bei allen Versuchen, die Proteine als Ausgangssubstanz beinhalten, ist es wich-
tig diese während der Zeit auf Eis bzw. Trockeneis zu lagern um der Autolyse 
vorzubeugen. 
Um aus Gewebestücken Proteine zu isolieren, wurde von den Gewebestücken 
zunächst ein kleiner Teil mittels eines Skalpells abgeschnitten. Zu den geschnit-
tenen Gewebestücken gab man ca. 300µl Proteinlysepuffer, anschließend wur-
den die Gewebestücke in der Lösung mittels des Homogenisators lysiert.  
Um die Konzentration der Proteine zu messen war es nun nötig, diese mittels 
Photometrie zu bestimmen. Hierzu wurden pro Probe drei Ansätze vorbereitet: 
2µl Protein, 18µl Aqua dest, 100µl Reagenz A, 800µl Reagenz B. Diese Ansätze 
wurden anschließend 15min inkubiert und dann im Photometer gemessen, dabei 
wurde die Protein- Konzentration über die jeweilige Extinktion ermittelt. 
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Für den späteren Gebrauch war eine Lagerung der isolierten Proteine bei -20°C 
möglich.         
5.2.11.2. Kernextraktion 
Bei allen Versuchen, die Proteine als Ausgangssubstanz beinhalten, ist es wich-
tig diese während der Zeit auf Eis bzw. Trockeneis zu lagern um der Autolyse 
vorzubeugen.  
Um aus Gewebestücken zytosolische und nukleäre Proteine zu isolieren, wurde 
von den Gewebestücken zunächst ein kleiner Teil mittels eines Skalpells abge-
schnitten. Zu den geschnittenen Gewebestücken gab man 300µl Puffer A, dann 
wurden die Gewebestücke in der Lösung mittels des Homogenisators lysiert und 
15min auf Eis inkubiert. Anschließend gab man 25µl 10%-Igepal hinzu und 
mischte jede Probe für ca. 10s gut durch. Nach der Zentrifugation bei 13000rpm 
für 30s befanden sich die zytosolischen Proteine im Überstand und konnten dort 
abpipettiert werden. 
Das verbliebene Pellet wurde nun in 100µl Puffer C durch starkes Reiben des 
Eppendorfgefäßes über eine harte Oberfläche für 15min resuspendiert und die 
darin enthaltenen Kerne so zum Platzen gebracht. Anschließend erfolgte erneut 
eine Zentrifugation bei 13000rpm und 4°C für 5min. Im sich daraus ergebenden 
Überstand befanden sich die nukleären Proteine. Das Pellet konnte verworfen 
werden. 
Um die Konzentration der Proteine zu erfahren war es nun nötig, diese mittels 
Photometrie zu bestimmen. Hierzu wurden pro Probe drei Ansätze vorbereitet: 
2µl Protein, 18µl Aqua dest, 100µl Reagenz A, 800µl Reagenz B. Diese Ansätze 
wurden anschließend 15min inkubiert und dann im Photometer gemessen, dabei 
wurde die Protein- Konzentration über die jeweilige Extinktion ermittelt.  
Für den späteren Gebrauch war eine Lagerung der isolierten Proteine bei -20°C 
für zytosolische bzw. -80°C für nukleäre Proteine möglich. 
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5.2.11.3. Gelelektrophorese und Blotten 
Je nach Größe der Zielproteine ergibt sich für die Zusammensetzung des Trenn-
gels für den Western Blot, dabei gilt: Je kleiner die jeweiligen Proteine desto hö-
her der Anteil an Polyacrylamid im Gel. Die Zusammensetzung der jeweiligen 
SDS-Polyacrylamidgele kann dem Unterpunkt Lösungen (vgl. 5.1.6.) entnommen 
werden. 
Für das Blotten von zwei Membranen waren dabei ca. 20ml Trenngel sowie 5ml 
Sammelgel notwendig. Beachten sollte man, dass TEMED schnell eine Erhär-
tung der Gele erfolgt, daher sollte dies erst kurz vor dem Gießen zugegeben wer-
den. Die angesetzten Gele wurden unter Zuhilfenahme des Rotationsmischgerä-
tes gemischt. 
Aus der Konzentrationsbestimmung der Proteinproben (vgl. 5.2.10.1.) konnte die 
benötigte µl-Menge an Probe errechnet werden, sodass sich die zu pipettierende 
Masse an Protein ergab. Anschließend wurden eine 1:20 Mischung aus 1M DTT 
und Ladepuffer hergestellt und in äquivalenter Menge zu den lysierten Proteinen 
gegeben. Die Proben wurden dann 7min bei 70°C im Heizblock inkubiert und 
danach mit Hilfe einer Zentrifuge runterzentrifugiert. 
Schließlich wurde die Elektrophoresekammer vorbereitet: Nach dem Einsetzen 
der erhärteten Gele, wurde die Elektrophoresekammer mit 1xElektrophoresepuf-
fer gefüllt und die Gele wurden mit den Proben und dem Marker beladen. Leere 
Slots sollten dabei mit Ladepuffer beladen werden, um ein Schieflaufen der Pro-
ben zu verhindern. Nach Anschluss der Elektrophoresekammer an das Power-
pack wurde dieses auf konstante 30mA eingestellt. Das Ausschalten erfolgte, 
wenn die Lauffront am unteren Rand des Gels angekommen war (ca. 2,5h). 
Anschließend erfolgte das Blotten auf Membranen. Dabei wurden zunächst Fil-
terpapier und Membran in Transferpuffer eingeweicht und anschließend wurden 
Filterpapier, Membran, Gel und ein weiteres Filterpapier in die Blotkammer ge-
legt. Diese wurde verschlossen und für 45min bei 0,2A (=200mA) an das Power-
pack angeschlossen.  
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5.2.11.4. Blocken und Inkubation mit Antikörpern 
Die auf die Membranen übertragenen Proteinbanden wurden dann mit 50ml (pro 
Membran) 5%-Trockenmilchlösung bei langsamer Schüttelfrequenz auf den 
Plattformschüttler für 30min inkubiert. 
Darauf folgte die Inkubation mit dem Primärantikörper: 5ml 1%-Trockenmilchlö-
sung wurden mit der, für die jeweilige Zielverdünnung benötigten, Menge des 
Primärantikörpers gemischt. Die Inkubation in dieser Lösung erfolgte bei 4°C 
über Nacht im Rotator. 
Nach der Inkubation über Nacht wurde die Membran auf dem Plattformschüttler 
bei schneller Frequenz gewaschen: zwei Mal 5min in 1xPBS-Tween für Western 
Blots, dann zwei Mal 10min in 1xPBS-Tween für Western Blots und zuletzt zwei 
Mal 3min in 1xPBS. 
Nachdem die Membran gewaschen wurde erfolgt die Inkubation mit dem Sekun-
därantikörper, welcher jeweils gegen das Tier gerichtet war, aus welchem der 
verwendete Primärantikörper entstammte. Dabei wurden 10µl des Sekundäran-
tikörpers in 50ml 1xPBS auf 1:5000 verdünnt und bei langsamer Schüttelfre-
quenz für 20min auf dem Plattformschüttler inkubiert. 
Anschließend kam es zum erneuten Waschen, dies geschah wiederum bei 
schneller Schüttelfrequenz auf dem Plattformschüttler: zwei Mal 5min, dann zwei 
Mal 10min mit 1xPBS-Tween für Western Blots und anschließend zwei Mal 3min 
mit 1xPBS. 
5.2.11.5. Entwickeln  
Zum Entwickeln der Membran wurde diese zunächst mit 5ml ECL Lösung benetzt 
(1min) und anschließend in Frischhaltfolie in die Kassette gelegt. Das Entwickeln 
erfolgt in der Dunkelkammer: Zunächst wurde ein Film in die Kassetten eingelegt 
und durch die Fluoreszenz des ECLs an den Membranen belichtet, der Film 
wurde dann in die Entwicklermaschine eingeführt, welche ein Bild des entspre-
chenden Western Blots erzeugte.  
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5.2.11.6. Strippen der Membranen 
Falls erwünscht kann eine Membran mit einem weiteren Antikörper inkubiert wer-
den. Um den schon gebundenen Antikörper abzuwaschen ist es nötig die Memb-
ran zu strippen. 
Dazu wurde zunächst das ECL durch eine kurze Behandlung mit 1xPBS abge-
waschen. Anschließend erfolgte die Inkubation der Membran mit Stripping Buffer 
für 25min unter langsamem Drehen bei 57°C im Hybridisierungsofen. 
Darauf wurde die Membran gewaschen: zwei Mal 5min mit 1xPBS-Tween für 
Western Blots, dann 1mal 10min mit 1xPBS-Tween für Western Blots, anschlie-
ßend zwei Mal 5min mit 1xPBS und zuletzt für 1mal 10min mit 1xPBS.  
Nun konnte das Routineprotokoll des Western-Blots ab dem Schritt des Blockens 
(vgl. 5.2.11.4.) weitergefahren werden. 
5.2.11.7. Auswertung 
Die Auswertung der erzeugten Filme wurde dann unter Zuhilfenahme der Image-
StudioLite- Software vollzogen, nachdem die Bilder mittels des Scanners digita-
lisiert worden waren. 
5.2.12. Durchflusszytometrie 
Zirkulierende Fibroblasten im peripheren Blut wurden mittels Durchflusszytomet-
rie nachgewiesen. 
Zunächst wurden den Mäusen 50-100µl EDTA-Vollblut entnommen, hinzu pipet-
tierte man 3ml Pharmlyse (1:10 mit Aqua dest. verdünnt) und mischte die beiden 
Komponenten anschließend mittels des Rotationsmischgerätes ehe alles für 
10min bei Raumtemperatur inkubiert wurde. 
Anschließend folgte eine Zentrifugation bei 1000rpm für 10min, der Überstand 
wurde abgesaugt und das Pellet auf 100µ mit FACS (fluorescence-activated cell 
sorting)-Puffer-BSA aufgefüllt. Nach der Resuspension mittels des Rotations-
mischgerätes wurden 250µl der Fixierung/Permeabilizierung Lösung hinzugege-
ben und das Gemisch bei 4°C im Dunkeln für 30min inkubiert. 
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Danach folgte die Zugabe von 1ml 1xPerm/Wash-Puffer (1:10 mit Aqua dest. 
verdünnt) und eine Zentrifugation bei 1750rpm für 10min, ehe der Überstand ab-
gesaugt wurde und nochmals 1ml 1xPerm/Wash-Puffer (1:10 mit Aqua dest. ver-
dünnt) hinzugegeben wurde. Nach der Resuspension mittels des Rotations-
mischgerätes, folgte eine Zentrifugation für 10min bei 1750rpm. Hierauf wurde 
wiederum der Überstand abgesaugt, das Pellet auf 300µ mit FACS-Puffer-BSA 
aufgefüllt und noch 30µl Fc-Block hinzugegeben. Die Mischung wurde dann bei 
4°C für 10min inkubiert.  
Nach der Inkubation folgte die Zugabe von 2µl des biotinylierten Antikörpers ge-
gen Kollagen I. Nach kurzer Durchmischung mittels des Rotationsmischgerätes 
wurde die Suspension bei 4°C im Dunkeln für 45min inkubiert.  
Anschließend wurden 2ml FACS-Puffer-PSA hinzu pipettiert, die Mischung bei 
1750rpm für 10min zentrifugiert und der Überstand abgesaugt. Das Pellet wurde 
mittels des Rotationsmischgerätes in 300µl FACS-Puffer-BSA sowie 10µl Strep-
tavidin-FITC resuspendiert und für 30min bei 4°C im Dunkeln inkubiert. 
Hierauf wurden 2ml FACS-Puffer-BSA hinzu pipettiert und der Überstand nach 
10min Zentrifugation bei 1750rpm abgesaugt, ehe 2ml FACS-Puffer-BSA hinzu-
gegeben wurden und die Mischung mittels des Rotationsmischgerätes resuspen-
diert wurde. Danach folgten wiederum 10min Zentrifugation bei 1750rpm, ein Ab-
saugen des Überstandes und das Auffüllen auf 300µl mit FACS-Puffer-BSA. 
Nach der Zugabe von 2µl Antikörper gegen CD45 wurde die Suspension mittels 
des Rotationsmischgerätes gemischt und für 45min bei 4°C im Dunkeln inkubiert. 
Schließlich wurden 2ml FACS-Puffer-BSA hinzu pipettiert, nach 10min Zentrifu-
gation bei 1750rpm der Überstand abgesaugt und das Pellet in 2ml FACS-Puffer-
BSA mittels des Rotationsmischgerätes resuspendiert. Darauf folgte eine erneute 
Zentrifugation für 10min bei 1750rpm und das Absaugen des Überstandes. Nach 
einer Resuspension in 200µl 1xPBS konnte die Messung vorgenommen werden. 
5.2.13. Statistik 
Alle Ergebnisse wurden als arithmetisches Mittel ± SEM (Standard error of the 
mean; Streuungsmaß für den Mittelwert) angegeben. 
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Die Auswertung erfolgte mittels der Computer gesteuerten Software Statistica. 
Sofern anwendbar wurde ein ANOVA Fischer-LSD Test bzw. bei nicht paramet-
rischer Verteilung ein Kruskal-Wallis Test durchgeführt. Statistische Signifikanz 




6.1. Einfluss der transaortalen Konstriktion und der Behand-
lung mit Tetrachlorkohlenstoff auf die Expression vom Raf-
Kinase-Inhibitor-Protein 
Um die Rolle des RKIP im myokardialen Remodeling und als Faktor der kardialer 
Fibrogenese zu eruieren, untersuchten wir zunächst die Expression von RKIP 
und phospho-RKIP nach entsprechender Behandlung mit CCl4 beziehungsweise 
TAC.  
Methodisch wurden dazu Westernblots durchgeführt. In den Balkendiagrammen 
(vgl. Abb. 4A und 4B) ist der Quotient aus der RKIP- und der GAPD-DH Konzent-
ration prozentual bezogen auf WT Kontrolle (bei CCl4- Behandlung, vgl. Abb. 4A) 
bzw. WT SHAM (bei TAC, vgl. Abb. 4B) angegeben. Abbildung 4 zeigt, dass sich 
weder durch eine sechswöchige Behandlung mit CCl4 noch fünf Wochen nach 
TAC (auf 360 µm) eine signifikante Änderung in der Expression von RKIP ergab. 
In Zahlen ergaben sich bei der CCl4- Gruppe für WT CCl4 119±10% vs. WT Kon-
trolle 100±13% (n.s.) bzw. RKIP-/- CCl4 0% vs. RKIP-/- Kontrolle 0% (n.s.). Für die 
TAC- Versuchsreihe betrug der Quotient RKIP durch GAPDH bezogen auf WT 
SHAM: WT TAC 107±21% vs. WT SHAM 100±22% (n.s.) bzw. RKIP-/- TAC 0% 
vs. RKIP-/- SHAM 0% (n.s.). 
Auch auf die Phosphorylierung von RKIP hatten weder die TAC- noch die CCl4- 
Behandlung einen signifikanten Einfluss. Dies wurde mittels der Expression von 
pRKIP (in % WT Kontrolle bzw. in % von WT SHAM) und des Quotienten von 
pRKIP/RKIP (ebenfalls in % WT Kontrolle bzw. in % von WT SHAM) eruiert. 
Die Werte lagen in der CCl4- Versuchsreihe für die Konzentration von pRKIP (in 
% WT Kontrolle) bei WT CCl4 102±21% vs. WT Kontrolle 100±18% (n.s.) und für 
den Quotienten aus pRKIP/RKIP (in % WT Kontrolle) bei WT CCl4 92±32% vs. 
WT Kontrolle 100±21% (n.s.). In der TAC- Versuchsreihe ergaben sich folgende 
Werte: Für die Konzentration von pRKIP (in % WT SHAM) bei WT TAC 74±9% 
vs. WT SHAM 100±23% (n.s.) und für den Quotienten aus pRKIP/RKIP (in % WT 




Abbildung 4- Expression von RKIP und pRKIP 
Effekt einer Behandlung mit CCl4 (6 Wochen, 0,7mg CCl4 pro kg Körpergewicht zwei Mal 
pro Woche) bzw. einer transaortalen Konstriktion (TAC) (360µm, 5 Wochen) auf die Ex-
pression von RKIP und pRKIP 
(A) Auswirkung der CCl4-Behandlung und (B) Auswirkung der TAC auf die Expression 
von RKIP 
(C) repräsentativer Western Blot (Primärantikörper RKIP und GAPDH) der CCl4- Gruppe 
und der (D) TAC- Gruppe 
(E) Auswirkung der CCl4-Behandlung auf die Expression von pRKIP und (F) RKIP/pRKIP 
(G) Auswirkung der TAC auf die Expression von pRKIP und (H) RKIP/pRKIP  
(I) repräsentativer Western Blot (Primärantikörper pRKIP, RKIP und GAPDH) der CCl4- 
Gruppe und der (J) TAC- Gruppe 
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6.2. Einfluss des Raf-Kinase-Inhibitor-Protein-Defizienz auf 
die hämodynamischen Parameter 
Um einen möglichen Einfluss der RKIP- Defizienz auf die hämodynamischen Pa-
rameter zu erfassen, wurden in der CCl4- Gruppe der systolischen und der dias-
tolische periphere Blutdruck sowie die Herzfrequenz erfasst. In der TAC- Gruppe 
wurde mittels Millar-Katheter Verfahren der systolische linksventrikuläre Druck 
ermittelt. 
Bei der CCl4- Behandlung zeigten sich weder beim Blutdruck noch bei der Herz-
frequenz signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsgruppen 
(vgl. Abb. 5A). 
Die TAC- Behandlung steigerte im Vergleich zur SHAM- OP den linksventrikulä-
ren systolischen Druck (WT TAC 122,6±26,3mmHg vs. WT SHAM 
94,3±6,7mmHg, p<0,01 bzw. RKIP-/- TAC 112,5±4,6mmHg vs. RKIP-/- SHAM 
83,2±6,5mmHg, p<0,01; vgl. Abb. 5B). Der Unterschied zwischen WT- und RKIP-





Abbildung 5- Hämodynamik 
Effekt einer Behandlung mit CCl4 (6 Wochen, 0,7mg CCl4 pro kg Körpergewicht zwei Mal 
pro Woche) bzw. einer transaortalen Konstriktion (360µm, 5 Wochen) auf die hämodyna-
mischen Parameter 
*p<0,01 vs. WT SHAM 





6.3. Einfluss der Raf-Kinase-Inhibitor-Protein-Defizienz auf 
die kardiale Fibrose 
Das Ausmaß der Fibrose wurde über drei Parameter erfasst: Dem prozentualen 
Anteil von Kollagen am Gesamtmyokard, der Anzahl der Fibroblasten pro mm² 
sowie der mRNA-Expression von Kollagen Iα2. 
6.3.1. Interstitielle Fibrose 
Das Hauptinteresse des Projektes galt der Untersuchung kardialer Fibrogenese 
mittels zweier verschiedener Fibrosemodelle. CCl4 wurde hierbei zur Induktion 
einer interstitiellen Fibrose eingesetzt. 
Die CCl4- Behandlung in der WT- Gruppe steigerte den Anteil von Kollagen am 
Gesamtmyokard (vgl. Abb. 6A) (WT CCl4 5,8±0,8% vs. WT Kontrolle 3,6±0,8%, 
p<0,05), während in der RKIP-/-- Gruppe kein signifikanter Anstieg nachweisbar 
war (RKIP-/- CCl4 3,5±0,5% vs. RKIP-/- Kontrolle 3,9±0,5%, n.s.). RKIP-/-- Mäuse 
entwickelten bei CCl4- Behandlung einen signifikant kleineren Anteil an myokar-
dialem Kollagen als WT- Tiere. 
Auch die Anzahl der Fibroblasten pro mm² (vgl. Abb. 6B) war in der behandelten 
WT- Gruppe größer als in der unbehandelten WT- Gruppe (WT CCl4 5039±191 
vs. WT Kontrolle 3913±236, p<0,05) während bei der Behandlung der RKIP-/-- 
Gruppe kein Anstieg entstand (RKIP-/- CCl4 5567±262 vs. RKIP-/- Kontrolle 
5231±373, n.s.).  
Mittels quantitativer Real-Time-PCR wurde die Expression von Kollagen-I-α2-
RNA gemessen (vgl. Abb. 6K). In der WT- Gruppe kam es zu einem Anstieg der 
RNA- Expression (WT CCl4 186±22,1% vs. WT Kontrolle 100±12,0%, p<0,05), 
welcher für die RKIP-/-- Gruppe nicht nachzuweisen war (RKIP-/- CCl4 92±18,3% 
vs. RKIP-/- Kontrolle 110±21,5%, n.s.). RKIP-/-- Mäuse hatten bei CCl4- Behand-
lung einen niedrigere Kollagen-Iα2-RNA Expression als WT- Tiere (WT CCl4 




Abbildung 6- interstitielle Fibrose 
Effekt einer Behandlung mit CCl4 (6 Wochen, 0,7mg CCl4 pro kg Körpergewicht zwei Mal 
pro Woche) auf die interstitielle Fibrose 
(A) Auswirkung der CCl4-Behandlung auf den Anteil von Kollagen am Gesamtmyokard 
und (B) auf die Anzahl der Fibroblasten pro mm² 
(C) – (F) Bilder von Sirius Red gefärbten linksventrikulären Schnitten der CCl4- Gruppe 
(G) – (J) Bilder von der Immunfärbung für Fibronektin an linksventrikulären Schnitten der 
CCl4- Gruppe 
(K) Auswirkungen die Auswirkung der CCl4-Behandlung auf die Expression von Kol-
lagen-Iα2- RNA 




Das Hauptinteresse des Projektes galt der Untersuchung kardialer Fibrogenese 
mittels zweier verschiedener Fibrosemodelle. Die TAC wurde hierbei zur Induk-
tion einer Ersatzfibrose benutzt. 
Die fünfwöchige TAC- Behandlung steigerte in der WT- Gruppe den Anteil von 
Kollagen am Gesamtmyokard (vgl. Abb. 7A) (WT TAC 10,6±2% vs. WT SHAM 
4,7±0,9%, p<0,01), während in der RKIP-/-- Gruppe kein Anstieg nachweisbar war 
(RKIP-/- TAC 6±1,3% vs. RKIP-/- SHAM 4,6±0,9%, n.s.). RKIP-/-- Mäuse entwi-
ckelten bei TAC- Behandlung einen signifikant kleineren Anteil an myokardialem 
Kollagen als WT- Tiere (RKIP-/- TAC 6±1,3% vs. WT TAC 10,6±2%, p<0,05). 
Die Anzahl der Fibroblasten pro mm² (vgl. Abb. 7B) war in sowohl der behandel-
ten WT- Gruppe größer als in der unbehandelten WT- Gruppe (WT TAC 
3701±240 vs. WT SHAM 2400±228, p<0,01) als auch bei der Behandlung der 
RKIP-/-- Gruppe (RKIP-/- TAC 3050±189 vs. RKIP-/- SHAM 1531±174, p<0,01). 
WT- Mäuse hatten dabei sowohl nach TAC- (WT TAC 3701±240 vs. RKIP-/- TAC 
3050±189, p<0,05) als auch nach SHAM-OP (RKIP-/- SHAM 1531±174 vs. WT 
SHAM 2400±228, p<0,01) eine höhere Anzahl von Fibroblasten pro mm² als die 
entsprechende RKIP-/-- Gruppe. 
Mittels quantitativer Real-Time-PCR wurde die Expression von Kollagen-I-α2-
RNA gemessen (vgl. Abb. 7K), hier konnte gezeigt werden, dass es in der WT- 
Gruppe zu einem Anstieg der RNA- Expression kam (WT TAC 159±32,2% vs. 
WT SHAM 95±14,3%, p<0,01), welcher für die RKIP-/-- Gruppe nicht nachgewie-
sen werden konnte (RKIP-/- TAC 79±14,6% vs. RKIP-/- SHAM 95±14,3%, n.s.). 
RKIP-/-- Mäuse hatten bei TAC- Behandlung eine niedrigere Kollagen-Iα2-RNA 






Abbildung 7- Ersatzfibrose 
Effekt einer transaortalen Konstriktion (TAC) (360µm, 5 Wochen) auf die Ersatzfibrose 
(A) Auswirkung der TAC auf den Anteil von Kollagen am Gesamtmyokard und (B) auf die 
Anzahl der Fibroblasten pro mm² 
(C) – (F) Bilder von Sirius Red gefärbten linksventrikulären Schnitten der TAC- Gruppe 
(G) – (J) Bilder von der Immunfärbung für Fibronektin an linksventrikulären Schnitten der 
TAC- Gruppe 
(K) Auswirkung der TAC auf die Expression von Kollagen-Iα2- RNA 
Die Skala entspricht 30µm 
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6.3.3. Zirkulierende Fibroblasten und Fibroblastenmigration 
Mittels einer Ko-Immunfärbung für CXCR4 und intrazelluläres Fibronektin wurde 
der prozentuale Anteil der zirkulierenden Fibroblasten (Fibrozyten) im Myokard 
des linken Ventrikels bestimmt.  
Diese Ergebnisse wurden mittels einer FACS Analyse der Zelltypen im periphe-
ren Blut verifiziert. Hier wurden Zellen die sowohl für Kollagen als auch für CD45 
positiv waren als Fibrozyten markiert und gezählt. Außerdem konnten über Zell-
kulturversuche und einem Migrationsassay mit anschließender Immunfärbung für 
Fibronektin die Migrationskapazität von WT- bzw. RKIP-/-- Fibroblasten erforscht 
werden. 
In der CCl4- Versuchsreihe zeigten sich für den prozentualen Anteil der zirkulie-
renden (CXCR4 positiven) Fibroblasten keine Unterschiede (WT CCl4 46,7±5,7% 
vs. WT Kontrolle 57±7%, n.s. sowie RKIP-/- CCl4 43±6% vs. RKIP-/- Kontrolle 
44±10,3%, n.s.; vgl. Abb. 8A). Bei den mit TAC behandelten Mäusen ergab sich 
in der WT- Gruppe kein Unterschied (WT TAC 44±4% vs. WT SHAM 46±4,6%, 
n.s.), während der Anteil der CXCR4 positiven Fibroblasten in der RKIP-/- TAC- 
Gruppe niedriger als in der RKIP-/- SHAM- Gruppe war (RKIP-/- TAC 36±4,3% vs. 
RKIP-/- SHAM 52±5%, p<0,01; vgl. Abb. 8B). Die WT TAC- Mäuse wiesen ge-
genüber den RKIP-/- TAC-Tieren einen erhöhten Anteil an CXCR4 positiven Fib-
roblasten auf (WT TAC 44±4% vs. RKIP-/- TAC 36±4,3%, p<0,05). 
Auch die Daten der Fibrozyten im peripheren Blut, welche mittels FACS ermittelt 
wurden, zeigten in der CCl4- Versuchsreihe keine Unterschiede (WT CCl4 
188,6±66,3 vs. WT Kontrolle 124,8±44,7, n.s. sowie RKIP-/- CCl4 195,4±73,5 vs. 
RKIP-/- Kontrolle 174,3±65,6, n.s.; vgl. Abb. 8G). Bei den mit TAC behandelten 
Mäusen ergab sich in der WT- Gruppe signifikant mehr Fibrozyten bei TAC als 
bei den SHAM behandelten Tieren (WT TAC 328,7±45,5 vs. WT SHAM 46±4,6, 
p<0,01), während in der RKIP-/- - Gruppe keine Unterschiede zu verzeichnen wa-
ren (RKIP-/- TAC 175,2±53,1 vs. RKIP-/- SHAM 204,2±40,4, n.s.; vgl. Abb. 8H). 
Die WT TAC- Mäuse wiesen gegenüber den RKIP-/- TAC-Tieren einen erhöhten 




Nach Fibroblasten Isolation aus Mausherzen und Anzucht in der Zellkultur wur-
den mittels eines Migrationsassays und der anschließenden Immunfärbung für 
Fibronektin außerdem gezeigt, dass WT Fibroblasten gegenüber RKIP-/- Fib-
roblasten eine signifikant höhere Migrationskapazität haben (vgl. Abb. 9A). Hier-
bei wurde die Zahl der migrierten Fibroblasten pro 0,3cm² gezählt (WT Fibroblas-






Abbildung 8- zirkulierende Fibroblasten  
 




Effekt einer Behandlung mit CCl4 (6 Wochen, 0,7mg CCl4 pro kg Körpergewicht zwei Mal 
pro Woche) bzw. einer transaortalen Konstriktion (TAC) (360µm, 5 Wochen) auf die Zir-
kulation der Fibroblasten  
(A) Auswirkung der CCl4-Behandlung und (B) Auswirkungen der TAC auf die Zirkulation 
der Fibroblasten (bestimmt durch den Anteil der CXCR4-postiven Fibroblasten) 
(C) – (F) Bilder der Immunfärbung für Fibronektin und CXCR4 sowie der Färbung mit 
DAPI 
(G) Auswirkung der CCl4-Behandlung und (H) Auswirkung der TAC auf die Anzahl der 
Fibrozyten im peripheren Blut 
(I) – (P) zeigt die FACS Daten der Analyse der Zelltypen im peripheren Blut 




Abbildung 9- Fibroblastenmigration 
Effekt des RKIP- Knockouts auf die Migration der Fibroblasten 
(A) Auswirkungen des RKIP- Knockouts auf die Migration der Fibroblasten 
(B) und (C) Bilder von Fibronektin- Immungefärbten Membranen aus der modifizierten 
Boyden-Kammer 





6.3.4. Matrixproduktion der Fibroblasten 
Durch Behandlung der kultivierten Fibroblasten mit Angiotensin II wurde der Ein-
fluss der RKIP- Defizienz in adulten kardialen Fibroblasten auf die Produktion von 
Matrixproteinen untersucht. 
Hierzu wurden die isolierten Fibroblasten für acht Stunden mit 1mM Angiotensin 
II behandelt. Anschließend kam eine Bestimmung der Proteinkonzentration vom 
Fibronektin zum Einsatz um die daraus resultierende Veränderung auf die Mat-
rixproduktion der Fibroblasten zu quantifizieren. 
Es zeigten sich ein Anstieg der Fibronektin- Produktion nach Angiotensin II Be-
handlung in der WT- Gruppe (WT Ang II 128±25% vs. WT Kontrolle 100±15%, 
p<0,05). In der RKIP-/- - Gruppe war kein signifikanter Unterschied zu verzeich-
nen (RKIP-/- Ang II 70±12% vs. RKIP-/- Kontrolle 85±15%, n.s.). Durch RKIP- De-
fizienz war die Fibronektin- Produktion nach Angiotensin II Behandlung vermin-






Abbildung 10- Matrixproduktion der Fibroblasten  
Effekt einer Behandlung der Fibroblasten mit Angiotensin II (1mM, 8h) auf die Matrixpro-
duktion der Fibroblasten.  
(A) Auswirkung der Angiotensin II Behandlung auf die Matrixproduktion der Fibroblasten 
(bestimmt anhand der Konzentration von Fibronektin-Protein) 




6.4. Einfluss der Raf-Kinase-Inhibitor-Protein-Defizienz auf 
das kardiale Remodeling 
6.4.1. Zellproliferation 
Zur Untersuchung der Zellproliferation wurde eine Immunfärbung mit Ki67 ange-
fertigt und in den Präparaten die Ki67-positiven Kardiomyozyten bzw. Fibroblas-
ten gezählt, um so deren prozentualen Anteil zu ermitteln.  
In der CCl4- Versuchsreihe zeigte sich ein Anstieg der Ki67 positiven Kardiomy-
ozyten in der WT-Gruppe (WT CCl4 0,069±0,025‰ vs. WT Kontrolle 0‰, p<0,05) 
während in der RKIP-/-- Gruppe kein Anstieg zu verzeichnen war (RKIP-/- CCl4 
0,026±0,014‰ vs. RKIP-/- Kontrolle 0,028±0,013‰, n.s.; vgl. Abb. 11A). Die mit 
CCl4 behandelten RKIP-/-- Tiere wiesen weniger Zellproliferation der Kardiomy-
ozyten als die behandelte WT- Gruppe auf (WT CCl4 0,069±0,025‰ vs. RKIP-/- 
CCl4 0,026±0,014‰, p<0,05).  
Auch bei den mit TAC behandelten Mäusen ergab sich in der WT- Gruppe ein 
Unterschied (WT TAC 8,129±2,824‰ vs. WT SHAM 0,112±0,080‰, p<0,01), 
während der Anteil der Ki67 positiven Kardiomyozyten in der RKIP-/-- Gruppe 
nicht unterschiedlich war (RKIP-/- TAC 0,850±0,416‰ vs. RKIP-/- SHAM 
0,023±0,017‰, n.s.; vgl. Abb. 11B). Die mit TAC behandelten RKIP-/-- Tiere wie-
sen auch hier weniger Zellproliferation der Kardiomyozyten als die behandelte 
WT- Gruppe auf (WT TAC 8,129±2,824‰ vs. RKIP-/- TAC 0,850±0,416‰, 
p<0,01).  
Bei der Zellproliferation der Fibroblasten ergaben sich höhere Proliferationsraten 
bei den WT CCl4- Tieren als bei den WT Kontrolle- Tieren (WT CCl4 
0,128±0,046‰ vs. WT Kontrolle 0,012±0,012‰, p<0,01), während in der RKIP-/-
- Gruppe keine Unterschiede auftraten (RKIP-/- CCl4 0,033±0,027‰ vs. RKIP-/- 
Kontrolle 0,046±0,022‰, n.s.; vgl. Abb. 11D). Der Prozentsatz der Ki-67 positi-
ven Fibroblasten waren in der WT CCl4- Gruppe höher als in der RKIP-/- CCl4- 
Gruppe (WT CCl4 0,128±0,046‰ vs. RKIP-/- CCl4 0,033±0,027‰, p<0,01).  
In der TAC- Versuchsreihe gab es bezüglich der Fibroblastenproliferation keine 
signifikanten Unterschiede im Vergleich der TAC vs. SHAM Gruppen (WT TAC 
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3,147±0,830‰ vs. WT SHAM 1,413±0,410‰, n.s. bzw. RKIP-/- TAC 
1,311±0,434‰ vs. RKIP-/- SHAM 1,413±0,410‰, n.s), jedoch zeigte WT TAC 
signifikant mehr Ki67-positive Fibroblasten als RKIP-/- TAC (WT TAC 






Abbildung 11- Zellproliferation 
Effekt einer Behandlung mit CCl4 (6 Wochen, 0,7mg CCl4 pro kg Körpergewicht zwei Mal 
pro Woche) bzw. einer transaortalen Konstriktion (TAC) (360µm, 5 Wochen) auf die Zell-
proliferation der Kardiomyozyten und Fibroblasten 
(A) Auswirkung der CCl4-Behandlung und (B) Auswirkungen der TAC auf die Zellprolife-
ration der Kardiomyozyten (bestimmt durch den Anteil der Ki67-positiven Kardiomyozy-
ten) 
(C) repräsentativer Ki67-positiver Kardiomyozyt (Immunfärbung für Fibronektin und Ki67) 
(D) Auswirkungen der CCl4-Behandlung und (E) Auswirkungen der TAC auf die Zell-
proliferation der Fibroblasten (bestimmt durch den Anteil der Ki67-positiven Fibroblasten) 
(F) repräsentativer Ki67-positiver Fibroblast (Immunfärbung für Fibronektin und Ki67) 




6.4.2. Myokardiale und kardiomyozytäre Hypertrophie 
Zur Untersuchung der Hypertrophie wurde zum einen der Quotient aus Herzge-
wicht und Tibialänge zur Quantifizierung der myokardialen Hypertrophie und zum 
anderen die Kardiomyozytenoberfläche als Marker der kardiomyozytären Hyper-
trophie benutzt. 
Die myokardiale Hypertrophie ergab in der CCl4- Versuchsreihe keine relevanten 







, n.s. bzw. RKIP-/- CCl4 8±0,3
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, n.s.; vgl. Abb. 12A). Bei den TAC- Versuchen hingegen zeigte sich 
nach aortenkonstriktiver Operation eine deutliche Zunahme der myokardialen 
Masse der WT- Tiere (WT TAC 14,1±2,2
𝑚𝑔
𝑚𝑚




während die RKIP defizienten Mäuse keine signifikante myokardiale Hypertro-
phie entwickelten (RKIP-/- TAC 10,1±1,5
𝑚𝑔
𝑚𝑚




sodass eine Reduktion der myokardialen Hypertrophie der RKIP-/- TAC- vs. WT 
TAC- Gruppe resultiert (RKIP-/- TAC 10,1±1,5
𝑚𝑔
𝑚𝑚




p<0,05;vgl. Abb. 12B). 
Auch die kardiomyozytäre Hypertrophie ergab in der CCl4- Versuchsreihe keine 
relevanten Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsgruppen (WT CCl4 
256±21µm² vs. WT Kontrolle 255±18µm², n.s. bzw. RKIP-/- CCl4 272±14µm² vs. 
RKIP-/- Kontrolle 252±14µm², n.s.; vgl. Abb. 12C). Doch auch hier zeigte sich bei 
den TAC- Versuchen nach aortenkonstriktiver Operation eine deutliche Zunahme 
der Kardiomyozytenoberfläche der WT- Tiere (WT TAC 519±18µm² vs. WT 
SHAM 276±6µm², p<0,01) während die RKIP defizienten Mäuse keine signifi-
kante kardiomyozytäre Hypertrophie entwickelten (RKIP-/- TAC 241±2µm² vs. 
RKIP-/- SHAM 241±4µm², n.s.), sodass eine Reduktion der myokardialen Hyper-
trophie der RKIP-/- TAC- vs. WT TAC- Gruppe (RKIP-/- TAC 241±2µm² vs. WT 
TAC 519±18µm², p<0,01)  sowie RKIP-/- SHAM- vs. WT SHAM- Gruppe der re-






Abbildung 12- myokardiale und kardiomyozytäre Hypertrophie 
Effekt einer Behandlung mit CCl4 (6 Wochen, 0,7mg CCl4 pro kg Körpergewicht zwei Mal 
pro Woche) bzw. einer transaortalen Konstriktion (TAC) (360µm, 5 Wochen) auf die myo-
kardiale (bestimmt durch den Quotienten aus Herzgewicht und Tibialänge) und kardio-
myozytäre (bestimmt anhand der Kardiomyozytenoberfläche) Hypertrophie 
(A) Auswirkung der CCl4-Behandlung und (B) Auswirkungen der TAC auf die myokardi-
ale Hypertrophie  
(C) zeigt die Auswirkungen der CCl4-Behandlung und (D) Auswirkungen der TAC auf die 
kardiomyozytäre Hypertrophie  
(E) – (H) Bilder von H.E. gefärbten linksventrikulären Schnitten der CCl4- Gruppe 
(I) – (L) Bilder von H.E. gefärbten linksventrikulären Schnitten der TAC- Gruppe 
Die Skala entspricht 30µm 
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6.4.3. oxidativer Stress 
Um oxidativen Stress zu quantifizieren wurden Immunfärbungen für 8-OHdG (8-
Hydroxydeoxyguanosin) angefertigt und in den jeweiligen Präparaten der prozen-
tuale Anteil der für 8-OHdG positiven Kardiomyozyten bzw. Fibroblasten be-
stimmt. 
In der CCl4- Versuchsreihe zeigte sich nach Behandlung sowohl in der WT- 
Gruppe (WT CCl4 36,6±4,4% vs. WT Kontrolle 23,8±3%, p<0,05) als auch in der 
RKIP-/-- Gruppe (RKIP-/- CCl4 40±3,4% vs. RKIP-/- Kontrolle 26,6±2%, p<0,05) ein 
Anstieg der 8-OHdG positiven Fibroblasten (vgl. Abb. 13A).  
Bei den Tieren der TAC- Versuchsreihe konnte in den WT- Gruppen ebenfalls 
ein Anstieg des oxidativen Stresses der Fibroblasten gezeigt werden (WT TAC 
71±2,8% vs. WT SHAM 52±4,8%, p<0,05), während dieser in der RKIP-/-- Gruppe 
nicht nachzuweisen war (RKIP-/- TAC 50,3±5,5% vs. RKIP-/- SHAM 52±4,8%, 
n.s.). Die RKIP-/- TAC- Gruppe wies weniger 8-OHdG positive Fibroblasten als 
die WT TAC- Gruppe auf (RKIP-/- TAC 50,3±5,6% vs. WT TAC 71±2,8%, p<0,01; 
vgl. Abb. 13B). 
Bei Betrachtung des oxidativen Stresses der Kardiomyozyten gab es in der CCl4- 
Versuchsreihe keine signifikanten Unterschiede (WT CCl4 16,1±4,1% vs. WT 
Kontrolle 6,6±2,1%, n.s. und RKIP-/- CCl4 16,4±2,7% vs. RKIP-/- Kontrolle 
8,5±2%, n.s.; vgl. Abb. 13C). 
WT TAC und WT SHAM hingegen (WT TAC 78,2±23,2% vs. WT SHAM 
24,8±3,2%, p<0,01) und auch RKIP-/- TAC und RKIP-/- SHAM (RKIP-/- TAC 
22±1,3% vs. RKIP-/- SHAM 5±1,2%, p<0,01) waren signifikant unterschiedlich. 
Ebenso hatte RKIP-/- SHAM weniger 8-OHdG positive Kardiomyozyten als WT 
SHAM (RKIP-/- SHAM 5±1,2% vs. WT SHAM 24,8±3,2%, p<0,01) und RKIP-/- 
TAC weniger als WT TAC (RKIP-/- TAC 22±1,3% vs. WT TAC 78,2±23,2%, 
p<0,01; vgl. Abb. 13D). 
Als weiteren Methode zur Quantifizierung des oxidativen Stresses wurde die zy-
tosolische sowie nukleäre Proteinkonzentration von Nrf-2, dem wichtigsten Tran-
skriptionsaktivator von antioxydativen Enzymen, verwendet. Dazu wurde der 
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Quotient von Nrf-2 und RNA-Polymerase II für die nukleäre sowie der Quotient 
aus Nrf-2 und GAPDH für die zytosolische Konzentration gebildet und prozentual 
auf die jeweilige Reverenzgruppe (WT Kontrolle bzw. WT SHAM) bezogen.  
Bei der nukleären Konzentration gab es zwischen WT CCl4 und WT Kontrolle 
einen signifikanten Unterschied (WT CCl4 208,9±67,4% vs. WT Kontrolle 
100±25,4%, p<0,05) auch RKIP-/- CCl4 wies mehr Nrf-2 Protein auf als RKIP-/- 
Kontrolle (RKIP-/- CCl4 215±39,8% vs. RKIP-/- Kontrolle 60,5±11,4%, p<0,05; vgl. 
Abb. 14A).  
RKIP-/- TAC zeigte höhere nukleäre Nrf-2- Proteinkonzentrationen als WT TAC 
(RKIP-/- TAC 299±103,7% vs. WT TAC 77,4±23,2%, p<0,05). WT TAC und WT 
SHAM (WT TAC 77,4±23,2% vs. WT SHAM 100±15,7%, n.s.) unterschieden sich 
– genauso wie RKIP-/- TAC und RKIP-/- SHAM (RKIP-/- TAC 299±103,7% vs. 
RKIP-/- SHAM 137,6±37%, n.s.; vgl. Abb. 14B) – nicht signifikant voneinander.  
Bei den zytosolischen Proteinkonzentrationen von Nrf-2 gab es in der CCl4- Ver-
suchsreihe keine nennenswerten Unterschiede zwischen den einzelnen Ver-
suchsgruppen (WT CCl4 82,5±10,6% vs. WT Kontrolle 100±11,3, n.s. sowie 
RKIP-/- CCl4 94,3±8,2 vs. RKIP-/- Kontrolle 100,3±10,5%, n.s.; vgl. Abb. 14E). 
Auch bei den aortenkonstriktiv behandelten Tieren ergaben sich keine signifikan-
ten Differenzen (WT TAC 92,6±8,9% vs. WT SHAM 100±13,7%, n.s. sowie RKIP-





Abbildung 13- oxidativer Stress I 
Effekt einer Behandlung mit CCl4 (6 Wochen, 0,7mg CCl4 pro kg Körpergewicht zwei Mal 
pro Woche) bzw. einer transaortalen Konstriktion (TAC) (360µm, 5 Wochen) auf den oxi-
dativen Stress im Myokard (anhand des Anteiles an 8-dOGH positiven Zellen) 
(A) Auswirkungen der CCl4-Behandlung und (B) Auswirkungen der TAC auf die Anzahl 
der 8-OHdG positiven Fibroblasten 
 
Fortsetzung der Beschriftung auf der folgenden Seite 
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(C) Auswirkung der CCl4-Behandlung und (D) Auswirkungen der TAC auf die Anzahl der 
8-OHdG positiven Kardiomyozyten 
(E) – (H) Bilder der Immunfärbung für 8-dOHG  
Die Skala entspricht 30µm 
 
Abbildung 14- oxidativer Stress II 
Effekt einer Behandlung mit CCl4 (6 Wochen, 0,7mg CCl4 pro kg Körpergewicht zwei Mal 
pro Woche) bzw. einer transaortalen Konstriktion (TAC) (360µm, 5 Wochen) auf den oxi-
dativen Stress im Myokard (anhand der Nrf-2 Expression) 
(A) Auswirkung der CCl4-Behandlung und (B) Auswirkung der TAC auf die nukleäre Ex-
pression von Nrf-2  
(C) repräsentativer Western Blot der CCl4- Gruppe und (D) der TAC- Gruppe (Primäranti-
körper Nrf-2 und RNA- Polymerase II) 
(E) Auswirkung der CCl4-Behandlung und (F) Auswirkung der TAC auf die zytosolische 
Expression von Nrf-2  
(G) repräsentativer Western Blot der CCl4- Gruppe und (H) der TAC- Gruppe (Primäranti-




Zur Untersuchung der Apoptose im Myokard wurden Paraffinschnitte mittels 
Apoptosedetektion (in Situ Oligo Ligation, vgl. 5.2.7.) gefärbt und der prozentuale 
Anteil der apoptotischen Kardiomyozyten bzw. apoptotischen Nichtkardiomyozy-
ten berechnet. 
Bezüglich der Apoptoserate der Kardiomyozyten waren weder WT CCl4 und WT 
Kontrolle (WT CCl4 1,1±0,3‰ vs. WT Kontrolle 0,8±0,3‰, n.s.) noch RKIP-/- CCl4 
und RKIP-/- Kontrolle (RKIP-/- CCl4 0,4±0,1‰ vs. RKIP-/- Kontrolle 0,3±0,1‰, n.s.) 
signifikant unterschiedlich, allerding zeigte WT CCl4 mehr apoptotische Kardio-
myozyten als RKIP-/- CCl4 (WT CCl4 1,1±0,3‰ vs. RKIP-/- CCl4 0,4±0,1‰, p<0,05; 
vgl. Abb. 15A).  
In der TAC- Versuchsreihe zeigten sich Unterschiede zwischen WT TAC und WT 
SHAM (WT TAC 9,8±3,3‰ vs. WT SHAM 1,9±0,9‰, p<0,01), während RKIP-/- 
TAC und RKIP-/- SHAM (RKIP-/- TAC 2,3±0,9‰ vs. RKIP-/- SHAM 2,3±0,9‰, n.s.) 
keine Differenzen aufwiesen. RKIP-/- TAC zeigte verglichen mit WT TAC eine er-
niedrigte kardiomyozytäre Apoptoserate (RKIP-/- TAC 2,3±0,9‰ vs. WT TAC 
9,8±3,3‰, p<0,01; vgl. Abb. 15B). 
Im Falle der Apoptose bei Nichtkardiomyozyten zeigte sich in der CCl4- Versuchs-
reihe kein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Versuchsgruppen 
(WT CCl4 1,4±0,2‰ vs. WT Kontrolle 0,8±0,4‰, n.s. sowie RKIP-/- CCl4 
1,2±0,3‰ vs. RKIP-/- Kontrolle 0,7±0,2‰, n.s.; vgl. Abb. 15E).  
WT TAC zeigte auch bei den Nichtkardiomyozyten mehr Apoptose als WT SHAM 
(WT TAC 3,3±0,9‰ vs. WT SHAM 1,5±0,3‰, p<0,05), während zwischen RKIP-
/- TAC und RKIP-/- SHAM (RKIP-/- TAC 1,5±0,2‰ vs. RKIP-/- SHAM 2,4±0,5‰, 
n.s.) keine Unterschiede zu verzeichnen waren. WT TAC hatte somit mehr 
apoptotische Nichtkardiomyozyten als RKIP-/- TAC (WT TAC 3,3±0,9‰ vs. RKIP-







Abbildung 15- Apoptose 
Effekt einer Behandlung mit CCl4 (6 Wochen, 0,7mg CCl4 pro kg Körpergewicht zwei Mal 
pro Woche) bzw. einer transaortalen Konstriktion (TAC) (360µm, 5 Wochen) auf die An-
zahl der apoptotischen Zellen im Myokard 
(A) Auswirkung der CCl4-Behandlung und (B) Auswirkung der TAC auf die Anzahl der 
apoptotischen Kardiomyozyten 
(C) Kardiomyozyten in der Immunfärbung für alpha-sarkomerisches Aktin 
(D) detektierte apoptotische Kardiomyozyten 






Die Daten zeigen, dass eine systemische Defizienz des Raf-Kinase-Inhibitor-Pro-
teins weitreichende Folgen für das kardiale Remodeling und die myokardiale Fib-
rogenese hat: 
RKIP defiziente Tiere entwickelten in beiden Versuchsreihen (sowohl im Rahmen 
einer TAC induzierten Ersatzfibrose, als auch im Rahmen einer Kohlenstofftetra-
chlorid erzeugten interstitiellen Fibrose) eine reduzierte kardiale Fibrose. Das my-
okardiale Remodeling in Form von Hypertrophie, Kapillarisierung und Apoptose 
wird durch eine RKIP Defizienz signifikant verbessert.  
Eine große Rolle bezüglich des myokardialen Remodelings für die aortenkon-
striktiv induzierte Ersatzfibrose scheint außerdem die signifikante Verminderung 
von oxidativem Stress in der Versuchsgruppe der RKIP- defizienten Tiere zu 
spielen. 
7.1. Systemische Defizienz des Raf-Kinase-Inhibitor-Proteins 
hat keinen Einfluss auf die Hämodynamik  
Die Defizienz von RKIP hat keinen Einfluss auf die erhobenen hämodynamischen 
Parameter. In der CCl4- Versuchsreihe waren weder systolischer und diastoli-
scher peripherer Blutdruck noch die Herzfrequenz zwischen den Gruppen unter-
schiedlich. Die Unterschiede zwischen den TAC und korrespondierenden SHAM 
Gruppen hingegen zeigen ein suffizientes Banding an. Die RKIP defizienten Tiere 
hatten dabei keinen Unterschied zu den Wildtype Tieren. Das TAC- Modell, wel-
ches sich in etlichen Studien als Modell des nachlastinduzierten Hochdruckes 
und des daraus resultierenden kardialen Remodeling bewährt hat [3, 12, 131], 
konnte auch in unseren Versuchen zu kardialer Fibrogenese und myokardialem 
Remodeling führen, jedoch konnten diese Effekte durch ein RKIP Knockout ver-
ringert werden. Daraus ergibt sich, dass diese Veränderung im kardialen Remo-
deling unabhängig von der Hämodynamik ist, da diese durch die RKIP Defizienz 
nicht affektiert wurde.  
Auch im Umkehrschluss kann durch unsere Analysen der RKIP- und phospho-
RKIP-Proteinexpression mittels Western Blot nachgewiesen werden, dass die 
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beiden fibrogenetischen Methoden (CCl4- Behandlung und TAC) keine Auswir-
kungen auf die Konzentration von RKIP Protein haben. Ebenfalls konnten diese 
Untersuchungen die Defizienz von RKIP in den entsprechenden gendefizienten 
Versuchstieren beweisen. 
Zusammenfassend lässt sich also aus den Daten schließen, dass die Verände-
rung im kardialen Remodeling durch Defizienz von RKIP nicht auf eine Verände-
rung der Hämodynamik zurückzuführen ist und dass unsere Versuchsmethoden 
sowohl CCl4- Behandlung als auch TAC keinen signifikanten Einfluss auf die kar-




7.2. Reduktion von sowohl interstitieller Fibrose als auch Er-
satzfibrose bei Defizienz des Raf-Kinase-Inhibitor-Proteins 
Die Versuche zeigen, dass die Defizienz von RKIP eine Reduktion sowohl der 
interstitiellen Fibrose als auch der Ersatzfibrose bedingt. Nachgewiesen werden 
konnte diese reduzierte Fibrose über eine Färbung mit Sirius Red, woraus der 
Anteil von Kollagen am Gesamtmyokard berechnet wurde. 
Da sich die beiden Fibrosearten (systemische Fibrose durch CCl4 bzw. Ersatz-
fibrose durch TAC) in vielerlei Hinsicht unterscheiden, ist hier bezüglich des Me-
chanismus der Fibrogenese eine differenzierte Betrachtung der beiden Fibrose-
formen notwendig: 
CCl4 ist primär zur hepatischen Fibroseinduktion in Verwendung, führt aber auch 
zu kardialem Remodeling und kardialer Fibrogenese [132, 133]. Welche Mecha-
nismen der Fibrogenese dabei zu Grunde liegen ist allerdings bisher noch nicht 
untersucht worden. Jedoch konnte in Vorversuchen gezeigt werden, dass die 
Entstehung einer kardialen Fibrose nicht zwangsweise einen mechanischen 
Stressor des Myokardes voraussetzt [134]. Unsere Daten legen nun nahe, dass 
die kardiale Fibrose, welche sich neben der Sirius Red Färbung auch in Form 
von erhöhter Expression von Kollagen Iα2 RNA zeigt, durch eine Erhöhung der 
Fibroblastendichte im Myokard zu erklären ist. Dies zeigt sich im Vergleich der 
WT Kontrolle- mit der WT CCl4- Gruppe. Die Erhöhung der Fibroblasten pro mm² 
ergibt sich dabei aus einem erhöhten Anteil an proliferierenden Fibroblasten nach 
CCl4 Behandlung, während die Anzahl der zirkulierenden Fibroblasten hierbei 
keine Rolle spielt. Unsere Experimente konnten eine erniedrigte Proliferations-
rate bei RKIP Defizienz zeigen. Diese signifikante Verminderung der Fibroblas-
tenproliferation durch RKIP Defizienz ergibt, dass sich nach Behandlung der 
Wildtype Tiere die Fibroblastendichte signifikant erhöht, während bei den RKIP- 
defizienten Mäusen keine Erhöhung der Fibroblasten pro mm² nach CCl4-Be-
handlung zu verzeichnen ist.  
Die TAC ist im Gegensatz zur CCl4- Behandlung eine langerprobte Methode zur 
Induktion von kardialer Fibrose und Hypertrophie [135]. Studien konnten zeigen, 
dass eine TAC zur Zunahme der Fibroblastendichte führt [136]. Dabei kam es zu 
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einem Anstieg des Anteiles der zirkulierenden Fibrozyten [136] und zu einer Zu-
nahme der Fibroblastenproliferation durch die TAC, welche bei RKIP Defizienz 
nicht zu verzeichnen war. Außerdem wiesen andere Forschungsgruppen nach, 
dass die kardialen Fibroblasten durch eine TAC in ihrer Aktivität gesteigert wer-
den. Das heißt, dass sie eine größere Menge an rauem endoplasmatischen Re-
tikulum sowie einen vergrößerten Golgi-Apparat aufwiesen, was für einen ver-
stärkte Synthese- und Sekretionsleistung spricht [137]. Unsere Daten zeigen ei-
nen deutlichen Anstieg des Kollagengehaltes im Myokard nach TAC, welcher bei 
den RKIP defizienten Tieren nicht zu verzeichnen ist. Mechanistisch liegt dieser 
Fibrose unter anderem eine Erhöhung der Fibroblasten pro mm² zugrunde, wel-
che nach TAC auftritt und bei RKIP Defizienz weniger stark ausgeprägt ist. Die 
Erhöhung der Fibroblastendichte und damit die Augmentation kardialer Fibrose 
geht dabei regelhaft mit einem Anstieg der Fibrozyten, also zirkulierender mesen-
chymaler Progenitorzellen einher [138]. Dies bestätigt die Durchflusszytometrie 
zur Identifizierung CD45 und Kollagen positiver Zellen. Einen wichtigen Mediator 
stellt in diesem Kontext SDF- 1 dar, was an CXCR4 bindet um dadurch Fibrozy-
ten in das geschädigte Gewebe zu locken [139, 140]. Die Daten zeigen auch, 
dass die Anzahl der zirkulierenden Fibroblasten bei RKIP-Knockout – zumindest 
im Vergleich der mit TAC behandelten Gruppen – erniedrigt ist, dies zeigt sich 
sowohl im Anteil der CXCR4 positiven Fibroblasten als auch in der Durchflusszy-
tometrie zur Identifizierung von Fibrozyten. Zur Untersuchung der Fibroblasten-
proliferation bleibt noch zu erwähnen, dass diese anders als in der CCl4- Gruppe 
durch die TAC nach 5 Wochen nicht beeinflusst wird. 
Neben der Charakterisierung der beiden verschiedenen Fibrosemodelle unter-
suchten wir auch die Migrationskapazität von Fibroblasten aus der Zellkultur. Hier 
zeigte sich, dass die RKIP defizienten Fibroblasten signifikant weniger migrieren 
als die WT Zellen. Aktuelle Forschungen weisen sowohl einen negativen Effekt 
[117] als auch einen positiven Effekt [118] von RKIP auf die Zellmigration nach. 
Vorherige Experimente ziegten, dass L-NAME (NG-Nitro-L-arginine methyl ester) 
die Kollagenproduktion in Fibroblasten anregt und so eine Fibrose induziert und 
dabei auch die Migrationskapazität von Fibroblasten steigert [136], sodass eine 
Fibrogenese in diesem – wie auch in unserem Falle – mit einer gesteigerten Mig-
ration der Fibroblasten einhergeht. Die Tatsache, dass eine Defizienz von RKIP 
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zu einer verminderten Migrationskapazität der Fibroblasten führt, passt wiederum 
auch zu den oben besprochenen Auswirkungen auf die zirkulierenden Fibroblas-
ten, welche sich bei mit transaortaler Konstriktion behandelten RKIP defizienten 
Tieren signifikant vermindert darstellen. 
Des Weiteren untersuchten wir die Matrixproduktion von isolierten Fibroblasten 
in der Zellkultur, welche für acht Stunden mit Angiotensin II behandelt wurden. 
Hierbei konnten wir zeigen, dass RKIP defiziente Fibroblasten nach Angiotensin 
II Behandlung signifikant weniger Fibronektin produzierten als die WT-Fibroblas-
ten. Daraus lässt sich schlussfolgern, dass die Matrixproduktion der Fibroblasten 
durch RKIP-Defizienz signifikant herunterreguliert wird.  
Zusammenfassend ergibt sich, dass eine Defizienz von RKIP sowohl interstitielle 
als auch Ersatzfibrose reduziert. Dies zeigt sich in beiden Fällen durch eine Re-
duktion des Gesamtkollagen im Myokard und der verminderten Expression von 
Kollagen Iα2 RNA. Sowohl bei interstitieller Fibrose als auch für Ersatzfibrose 
zeigt sich eine signifikante Abnahme der Fibroblastendichte bei RKIP Defizienz 
in der behandelten Gruppe. Im Falle von Proliferation und Anteil der zirkulieren-
den Fibroblasten zeigen sich Unterschiede zwischen den beiden Fibrosemodel-
len: In der Versuchsgruppe der interstitiellen Fibrose kommt es zu einer Abnahme 
der Fibroblastenproliferation, während die Ersatzfibrose einen verminderten An-
teil an zirkulierenden Fibroblasten aufweist. Unabhängig vom Fibrosestimulus 
kann bei RKIP Defizienz eine verminderte Fibroblastenmigration nachgewiesen 
werden. Zudem konnte gezeigt werden, dass durch eine Defizienz des Raf-
Kinase-Inhibitor-Proteins signifikant weniger Matrixproduktion der Fibroblasten 
nach Behandlung mit Angiotensin II vorhanden war. 
Als Fazit unserer Experimente zum Einfluss von RKIP auf kardiale Fibrogenese 
zeigt sich folglich eine Abhängigkeit von der Ätiologie der Fibrose. Während die 
Reduktion der Fibrogenese bei RKIP-Defizienz im Rahmen einer toxisch erzeug-
ten interstitiellen Fibrose primär auf eine Verminderung der Fibroblastenprolife-
ration zurückzuführen ist, scheinen im Falle der Ersatzfibrose durch Erhöhung 
der Nachlast vor allem zirkulierende Fibroblasten im Fokus zu stehen. Diese Er-
gebnisse werden durch die allgemeinen Auswirkungen der RKIP Defizienz auf 
die Migration und Matrixproduktion der Fibroblasten ergänzt.   
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7.3. Verbesserung des kardialen Remodelings bei Defizienz 
des Raf-Kinase-Inhibitor-Proteins 
Eine anhaltend zu hohe Nachlast, wie beispielsweise bei Aortenstenose oder 
Bluthochdruck, führt zu maladaptivem kardialem Remodeling [141, 142]. Als wis-
senschaftliches Modell wird hierfür die TAC eingesetzt, welche durch eine aortale 
Konstriktion eine erhöhte Nachlast generiert und somit zum eben erwähnten my-
okardialen Remodeling beiträgt. 
Ein wichtiger Parameter im Remodeling Vorgang ist die myokardiale und kardio-
myozytäre Hypertrophie. Erstere wird hierbei in der Regel durch den Quotienten 
aus Herzgewicht und Tibialänge quantifiziert, während die kardiomyozytäre Hy-
pertrophie anhand von Messungen der Kardiomyozytenoberfläche ermittelt wird. 
Es ist nachgewiesen, dass mit einer Zunahme der pathologischen Hypertrophie 
eine Abnahme der Auswurfleistung des Herzens einhergeht, welche letztendlich 
eine Herzinsuffizienz bedingt [137].  
Wir konnten in unseren Versuchen zeigen, dass bei Defizienz von RKIP sowohl 
die kardiomyozytäre als auch die myokardiale Hypertrophie nach TAC signifikant 
vermindert waren. Während eine Verminderung der Hypertrophie durch RKIP 
Defizienz zunächst – aufgrund der positiven Auswirkung von Raf auf das zelluläre 
Wachstum [143] – verwundert, konnte schon belegt werden, dass hierbei kom-
plexere Mechanismen zugrunde liegen und dass beispielsweise eine Defizienz 
von Raf mit einer normalen ERK Aktivität einhergehen kann, obwohl ERK als 
Downstream Mediator von Raf bekannt ist [80, 144].  Für die mit CCl4 behandel-
ten Tiere bleibt zu erwähnen, dass eine Behandlung mit Tetrachlorkohlenstoff 
weder Auswirkungen auf die myokardiale noch auf die kardiomyozytäre Hyper-
trophie hatte. 
Ein weiterer Faktor des maladaptiven kardialen Remodeling ist die Kapillarisie-
rung. Erwiesenermaßen trägt eine verminderte Angiogenese zu maladaptivem 
kardialen Remodeling bei [145]. Es ist bekannt, dass die Kapillardichte nach TAC 
Behandlung abnimmt [137], was unter anderem dadurch begründet werden kann, 
dass die Massenzunahme der Kardiomyozyten bei ca. 49% liegt, während die 
Kapillare nur um 36% zunehmen [131]. Dass das Zusammenspiel mit der Hyper-
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trophie eine wichtige Rolle spielt, zeigt sich auch darin, dass es in der CCl4- Ver-
suchsreihe (in welcher keine Hypertrophie nachgewiesen werden konnte) zu kei-
ner signifikanten Abnahme der Kapillarisierung nach Behandlung kam.  
Jedoch konnte sowohl bei den TAC behandelten als auch bei den Tetrachlorkoh-
lenstoff behandelten Mäusen signifikant mehr Kapillare pro mm² und auch en-
dotheliale (CD 31 positive) Zellen in der Gruppe der RKIP defizienten Tiere ge-
zählt werden. Diese Ergebnisse passen zur Rolle von RKIP als Tumorsuppres-
sor, welche eine antiangiogenetische Funktion suggeriert [146]. 
Betrachtet man die kardiale Hypertrophie, wird in der Literatur häufig zwischen 
physiologischer und pathologischer Hypertrophie unterschieden. Physiologische 
Hypertrophie, wie sie beispielsweise bei durch Ausdauertraining trainierten Her-
zen auftritt (Sportlerherz) zeichnet sich dabei dadurch aus, dass es zu keinem 
Anstieg der Fibrose und Apoptose im Myokard kommt und so eine normale oder 
sogar erhöhte Auswurfleistung generiert wird. Pathologische Hypertrophie hinge-
gen, welche beispielsweise Folge von Bluthochdruck (in unserem Modell TAC) 
ist, zeichnet sich durch eine verminderte Auswurfleistung aus, welche unter an-
derem durch verstärkte kardiale Fibrose und Apoptose zu erklären ist. [147] 
Apoptose spielt also eine relevante Rolle beim maladaptiven Remodeling des 
Herzens. So konnten die Versuche zeigen, dass die Rate der apoptotischen Zel-
len nach TAC sowohl bei den Kardiomyozyten als auch bei den nicht-kardiomy-
ozytären Zellen im Myokard signifikant erhöht war. Dies unterstreicht auch noch-
mals die Tatsache, dass der Fibrogenese Mechanismus nach aortaler Konstrik-
tion die sogenannte Ersatzfibrose ist, das heißt die apoptotischen Kardiomyozy-
ten und Nichtkardiomyozyten werden durch Fibroblasten und kollagenes Binde-
gewebe ersetzt. Im Falle der CCl4- Behandlung hingegen kommt es zu keinem 
signifikanten Anstieg der Apoptose Raten im Myokard, da hier keine Ersatz-
fibrose, sondern eine diffuse interstitielle Fibrogenese vorliegt. 
Die Daten zeigen weiterhin, dass RKIP defiziente Mäuse nach der TAC Behand-
lung signifikant weniger Apoptose der sowohl kardiomyozytären als auch nicht 
kardiomyozytären Zellen aufweisen, sodass RKIP eine proapoptotische Rolle zu 
haben scheint. Auch dieses Ergebnis passt wiederum zur Rolle von RKIP als 
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natürlicher Tumorsuppressor [96]. Des Weiteren konnten Studien zeigen, dass 
die Raf-1 Kinase, welche durch RKIP inhibiert wird, eine große Rolle beim Über-
leben von Kardiomyozyten nach TAC Behandlung hat [143], sodass es bei RKIP 
Defizienz aufgrund einer verminderten Inhibition von Raf-1 Kinase zu verminder-
ten Apoptose Raten kommt. 
Zusammenfassend zeigt sich, dass die untersuchten Parameter des maladapti-
ven kardialen Remodeling sich je nach Trigger der Maladaption stark unterschei-
den.  
Bei der durch CCl4- Behandlung induzierten toxischen Fibrose, welche sich mor-
phologisch als diffus interstitiell darstellt kommt es zu keiner signifikanten Hyper-
trophie. Dies könnte ein wichtiger Mechanismus sein, welcher begründet, dass 
auch Kapillarisierung und Apoptose durch eine toxische Fibrogenese nicht affek-
tiert werden.  
Eine durch aortale Konstriktion hervorgerufene Ersatzfibrose hingegen zeigt eine 
signifikante Hypertrophie, eine verminderte Kapillarisierung sowie erhöhte Level 
von Apoptose im Myokard. Die Defizienz von RKIP sorgt in den durch TAC be-
handelten Mäusen zu einem signifikanten Rückgang der Hypertrophie, während 
die Kapillarisierung im Vergleich zur WT Gruppe zunimmt. Außerdem kommt es 
bei RKIP defizienten Tieren zu einer verminderten Rate an Apoptose.  
Insgesamt lässt sich also schlussfolgern, dass eine Defizienz des Raf-Kinase-
Inhibitor-Proteins in zwei verschiedenen Fibrosemodellen durch eine Verminde-
rung der Hypertrophie und der Apoptose sowie einer Vermehrung der Kapillari-
sierung im Myokard entscheidend zum Rückgang von maladaptivem Remodeling 




7.4. Verminderung des oxidativen Stresses bei Defizienz des 
Raf-Kinase-Inhibitor-Proteins 
Zur Identifikation der Mechanismen, welche zum kardialen Remodeling beitra-
gen, untersuchten wir den oxidativen Stress im Myokard. Wir konnten zeigen, 
dass nach TAC Behandlung sowohl in Fibroblasten als auch in Kardiomyozyten 
das Level an 8-OHdG positiven Zellen, welches ein Marker für oxidativer Stress 
darstellt, signifikant erhöht ist. Diese Ergebnisse passen dazu, dass für Krank-
heitsbilder mit erhöhter Nachlaste, wie zum Beispiel die Aortenstenose, bereits 
erhöhte Level oxidativen Stresses beobachtet werden konnten [148] und dass 
sich oxidativer Stress als eine der wichtigsten Faktoren zur Entwicklung von 
nachlastinduzierter Hypertrophie herausgestellt hat [149]. Insgesamt suggeriert 
die aktuelle Forschung immer mehr eine entscheidende Rolle von oxidativem 
Stress im Kontext der Entwicklung und Aggravation einer Herzinsuffizienz [150]. 
Eine RKIP Defizienz wirkt sich dabei entscheidend auf den oxidativen Stress im 
Myokard aus: Sowohl die Fibroblasten als auch die Kardiomyozyten der defizien-
ten Mäuse zeigen nach TAC signifikant weniger oxidativen Stress. Einen Media-
tor dieses Schutzes vor dem für die maladaptiven Remodelingvorgänge mitver-
antwortlichem oxidativen Stress, konnten wir in Nrf-2 nachweisen. Der Transkrip-
tionsfaktor Nrf-2 kontrolliert die Expression aller antioxidativen Gene, wie zum 
Beispiel HO-1 (heme oxygenase-1), SOD (superoxide dismutase), GPx (gluta-
thione peroxidase) sowie GST (glutathione-S-transferases) [151], und spielt so-
mit – durch den Schutz vor oxidativem Stress – eine große Rolle für die Homöo-
stase des kardiovaskulären Systems [152]. So konnte beispielsweise gezeigt 
werden, dass Nrf-2 defiziente Mäuse nach TAC signifikant mehr Hypertrophie, 
Fibrose, oxidativen Stress und Apoptose entwickelten [153, 151]. Wir konnten 
nun eine Akkumulation von Nrf-2 im Nukleus zeigen, welche in RKIP defizienten 
Tieren nach TAC signifikant erhöht war. Diese vermehrte nukleäre Nrf-2 Expres-
sion bzw. Akkumulation schützt die RKIP defizienten Mäuse erwiesenermaßen 
vor oxidativem Stress. Der Zusammenhang zwischen RKIP und Nrf-2 Expression 
konnte dabei schon gezeigt werden: Eine Studie zur Resistenz vor chemothera-
peutischen Arzneimitteln konnte veranschaulichen, dass ein Verlust von RKIP zu 
einer nukleären Akkumulation von Nrf-2 führt, außerdem konnte im Gegenzug 
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auch gezeigt werden, dass eine vermehrte Expression von RKIP eine Verminde-
rung der Nrf-2 Expression zur Folge hat [154].  
Der oxidative Stress als Vermittler eines maladaptiven kardialen Remodeling 
nach TAC scheint ein wichtiger Mechanismus zu sein, der die Entstehung von 
Hypertrophie, Fibrose und anderen maladaptiven kardialen Umbauprozessen 
entscheidend triggert. N-Typ Mäuse, wie sie bei unseren Versuchen genutzt wur-
den weisen –  im Gegensatz zu J-Typ Mäusen – nach TAC signifikant erhöhte 
Hypertrophie, Fibrose und Level an oxidativem Stress vor. Der Schutz vor oxida-
tivem Stress kommt den J-Typ Mäusen dabei durch eine Mutation im Gen für die 
Nikotinamind Nukleotid Transhydrogenase (Nnt) zu Gute. [130] Diese Erkennt-
nisse werden durch andere Forschungsarbeiten gestützt, welche sich ebenfalls 
mit den kardialen Auswirkungen einer RKIP Defizienz beschäftigten. Hierbei 
wurde unter der Verwendung von J-Typ Mäusen ein verstärktes maladaptives 
Remodeling in Form von Fibrose und Hypertrophie bei RKIP defizienten Tieren 
nachgewiesen. [155]  
Gegenstand aktueller Forschung ist es die Unterschiede im kardialen Remode-
ling bei RKIP defizienten J-Typ Mäusen im Vergleich zu RKIP defizienten N-Typ 
Mäusen aufzuarbeiten. Dass sich die beiden Mauslinien hauptsächlich in der Ent-
wicklung von oxidativem Stress unterscheiden, suggeriert das eben dieser oxi-
dative Stress in unserem Versuchskontext einen sehr wichtigen Mechanismus 
darstellt, welcher weiterer Forschung bedarf. 
Zusammenfassend identifizieren unsere Forschungsarbeiten das Raf Kinase In-
hibitor Protein als einen wichtigen Regulator der myokardialer Fibrogenese sowie 
des kardialen Remodelings. Eine systemische Defizienz von RKIP zeigt bei den 
von uns verwendeten C57Black6N-Albino Mäusen eine signifikante Verbesse-
rung in der Augmentation kardialen Fibrose sowie beim maladaptiven kardialen 
Remodeling in Form der myokardialen Hypertrophie, des oxidativen Stresses so-
wie der Apoptose und Kapillarisierung. 
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